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RESUMEN 
La enfermedad renal crónica (ERC) es un problema de salud muy relevante a nivel mundial, que 
desemboca en enfermedad renal terminal o muerte por eventos cardiovasculares. En los últimos años, el 
número de pacientes con ERC está aumentando debido a la incidencia de la diabetes, la hipertensión y la 
obesidad. Desafortunadamente, los tratamientos actuales solo consiguen retardar la progresión de esta 
enfermedad. Los mecanismos epigenéticos, como la metilación del ADN y las modificaciones de histonas, 
regulan diferentes perfiles de expresión génica en condiciones tanto fisiológicas como patológicas. La familia 
de proteínas BET “bromodomain and extra-terminal”, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT, participan en el desarrollo de 
tumores, autoinmunidad, inflamación y fibrosis y a través de sus bromodominios pueden regular la 
transcripción génica reconociendo específicamente residuos de lisina acetilados en histonas y otras proteínas 
nucleares. Los inhibidores de proteínas BET, como JQ1, actúan bloqueando la unión de los bromodominios a 
proteínas acetiladas. Aunque estos inhibidores han demostrado efectos beneficiosos en patologías 
proliferativas e inflamatorias, apenas existen estudios en enfermedades renales. En este sentido, se ha descrito 
que factores implicados en la ERC como el estrés oxidativo, inflamación o las toxinas urémicas pueden inducir 
cambios epigenéticos.  
Por todo esto, el objetivo de esta tesis ha sido investigar si la inhibición de las proteínas BET podría ser 
una nueva opción terapéutica en patologías renales. Para ello, se han realizado estudios in vitro e in vivo en tres 
modelos experimentales de daño renal: Un modelo de obstrucción unilateral del uréter (UUO); un modelo de 
administración sistémica de Angiotensina II; y un modelo de nefritis inmune producido por la administración 
de un suero nefrotóxico anti-membrana basal glomerular (NTS). Los estudios de expresión génica realizados en 
células estimuladas con TNF-α in vitro y tratadas con JQ1 o el silenciador de BRD4, mostraron la capacidad de 
las proteínas BET de regular diferentes procesos biológicos, como la inflamación y la respuesta inmune. Los 
estudios in vivo  mostraron una bajada en la respuesta inflamatoria en los animales con daño renal pretratados 
con JQ1 frente a los ratones no tratados. El complejo P-TEFb se ha descrito como un elemento regulador de 
muchos genes pro-inflamatorios. Experimentos de inmunoprecipitación de cromatina in vivo e in vitro 
demostraron que JQ1 altera la asociación directa de BRD4 con histonas acetiladas y reduce la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias P-TEFb dependiente, incluidas CCL2, CCL5 e IL6. Muchos genes inhibidos por JQ1, 
están bajo el control transcripcional de NF-B. Se comprobó que tanto en modelos de daño renal como en 
células tratadas con TNF-α, JQ1 redujo la activación de la ruta de NF-B. La respuesta inmune Th17 contribuye 
a la patogénesis del daño renal tanto de origen inmune como no inmune. Observamos que el tratamiento con 
JQ1 disminuyó la producción renal de IL-17A, la principal citoquina efectora de la respuesta Th17 en varios 
modelos experimentales de daño renal. El modelo de glomerulonefritis inmune, se caracteriza por proliferación 
extracapilar, fibrosis mesangial (con aumento de Colágeno tipo IV) y daño podocitario. En el modelo de UUO 
los riñones obstruidos presentaron fibrosis túbulo-intersticial, asociada a aumento de expresión génica de 
factores profibróticos (TGF-β y PAI-1) y acumulación de componentes de matriz extracelular (Fibronectina y 
Colágeno tipo I). En ambos modelos el tratamiento con JQ1 disminuyó la fibrosis renal. El  factor de transcripción 
SOX9 está implicado en regeneración, proliferación y migración. En ambos modelos, los riñones dañados 
presentaban aumento de la expresión nuclear de SOX9, localizado principalmente en áreas fibróticas y 
colocalizando con células α-actina positivas. En estudios in vitro, JQ1 inhibió la producción de Colágeno y 
Fibronectina y la localización nuclear de SOX9 inducida por TGF-β. Además, el silenciamiento de SOX9 disminuyó 
la producción de proteínas de matriz. Por último se evaluó el efecto del bloqueo de proteínas BET en la función 
renal estudiando el modelo de nefritis inmune. El tratamiento de los ratones con JQ1 mejoró la función renal 
(creatinina sérica/albúmina urinaria) y expresión renal de biomarcadores de daño (N-gal y Kim1).  Estos 
resultados sugieren que los inhibidores de BET podrían tener aplicaciones terapéuticas importantes en 
enfermedades renales. 
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SUMMARY 
Chronic kidney disease (CKD) is a major health problem that has reached epidemic proportions and it 
may lead to end-stage renal disease or early cardiovascular death. Moreover, the increasing incidence of 
diabetes, hypertension and obesity will raise the number of patients with CKD in the near future. Available 
clinical treatments for CKD only retard disease progression. Epigenetic mechanisms, especially DNA methylation 
and histone modifications, are dynamic processes and mediate the diferent gene expression profiles in normal 
and diseased states. Oxidative stress, pro-inflammatory cytokines and uremic toxins might induce epigenetic 
modifications involved in alterations of immune response, fibrosis and cardiovascular disease in renal patients. 
The bromodomain and extraterminal (BET) protein family (BRD2, BRD3, BRD4 and BRDT) participate in tumor 
development, infections, autoimmunity and inflammation. Bromodomains in BET proteins bind to acetylated 
lysine residues on histones and other nuclear proteins to regulate the transcriptional program. Selective 
bromodomain inhibitors block the interaction between BET proteins and acetylated proteins. These inhibitors 
have beneficial effects on malignancy and experimental inflammation in mouse models, but information about 
renal diseases is scarce. Renal inflammation plays a key role in the onset and progression of immune and non-
immune kidney diseases. Therefore, the search for novel anti-inflammatory pharmacological targets is of key 
interest in renal pathology.   
Data presented in this thesis showed that BET inhibition abrogated experimental renal inflammation, as 
demonstrated in murine models of unilateral ureteral obstruction, anti-membrane basal glomerulonephritis and 
Angiotensin II-infusion. The in vitro evaluation of TNF-α inducible genes using a whole-genome gene expression 
array in human renal proximal tubular epithelial cells showed that BET inhibition modulates several biological 
processes, including inflammation and immune response. JQ1 displaces BRD4 and consequently P-TEFb from 
promoter regions, therefore inhibiting gene transcription. Many JQ1 down-regulated genes are under the 
control of NF-B. Interestingly, some of them are P-TEFb dependent (IL6, CCL2, CCL5 and CCL20), while others 
are P-TEFb independent. BRD4 gene silencing and chromatin immunoprecipitation experiments demonstrated 
that JQ1 alters the direct association of BRD4 with acetylated histone-packaged cytokine promoters and 
reduces transcription of P-TEF-dependent genes (CCL2, IL6 and CCL5), and therefore might regulate renal 
inflammation by chromatin remodeling. In damaged kidneys and in TNF-α-treated renal cells, JQ1 reduced 
nuclear levels of RelA and inhibited NF-B-mediated gene expression, suggesting that JQ1 could inhibit P-TEFb-
independent/NF-B controlled genes by its direct effect on NF-B pathway. The Th17 immune response 
contributes to the pathogenesis of renal diseases, including non-immune nephropathies. In UUO kidneys, the 
main Th17 effector cytokine, IL-17A was markedly downregulated by JQ1. These results show that inhibition of 
BET proteins reduces renal inflammation by several mechanisms: chromatin remodeling in promoter regions of 
specific genes, blockade of NF-kB pathway activation, and modulation of the Th17 immune response. These 
results suggest that inhibitors of BET proteins could have important therapeutic applications in inflammatory 
and fibrotic renal diseases. Importantly in the model of anti-membrane basal glomerulonephritis induced by 
nephrotoxic serum, BET inhibition ameliorates renal function and decreased renal expression of biomarkers of 
renal damage (N-Gal and Kim1). BET inhibitors can also diminished renal fibrosis. In obstructed kidneys gene 
overexpression of pro-fibrotic factors and matrix-related components (Fibronectin and procollagen type I) was 
markedly diminished in JQ1-treated mice. Similar downregulation of matrix components were also found in 
injured kidneys by immunephritis. In both models, nuclear localization of SOX9 was described, located mainly 
in fibrotic areas. In mice treated with JQ1 renal SOX9 levels were downregulated. In vitro, JQ1 blocked SOX9 
nuclear localization and SOX9 gene silencing inhibited collagen production induced by TGF-b. These data 
suggest that JQ1 inhibited fibrosis by modulation of SOX9. These results suggest that BET inhibitors could have 
important therapeutic applications in kidney diseases. 
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ABREVIATURAS 
Relación de acrónimos y abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos se ha 
mantenido la correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente uso en el lenguaje 
científico: 
aa                             Aminoácidos. 
Ang II                       Angiotensina II. 
ARA II                      Antagonistas de los receptores de angiotensina tipo I. 
BAF                          Barrier to autointegration factor.  
BRD2                       Bromodomain-containing protein 2. 
BRD3                    Bromodomain-containing protein 3. 
BRD4                    Bromodomain-containing protein 4. 
BRDT                       Bromodomain testis-specific protein. 
CCL19                     Chemokine (C-C motif) ligand 19. 
CCL21                     Chemokine (C-C motif) ligand 21. 
CTGF                       Factor de crecimiento de tejido conectivo. 
CXCL                        Chemokine (C-X-C motif) ligand. 
CXCL10                   Chemokine (C-X-C motif) ligand 10. 
CXCL13                   Chemokine (C-X-C motif) ligand 13.            
DHR                         Dominio de homología Rel. 
ADN                         Ácido desoxirribonucleico. 
EGF                          Factor de crecimiento epidérmico. 
ERC                          Enfermedad renal crónica. 
ERK                          Quinasa de regulación de señales intracelulares. 
ET-1                         Endotelina 1. 
HMG                        Dominio de unión al ADN de alta movilidad. 
ICAM-1                    Molécula de adhesión intercelular 1. 
iECA                         Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. 
IFN-γ                        Interferón- γ. 
IgA                            Inmunoglobulina A. 
ABREVIATURAS 
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IL10                        Interleuquina-10. 
IL-1β                       Interleuquina-1β. 
IL21                         Interleuquina-21. 
IL23                         Interleuquina-23. 
IL4                           Interleuquina-6. 
IL6                           Interleuquina-6. 
IL8                           Interleuquina-8. 
Irf4                          Factor regulador del interferón 4.  
Lys                           Lisina.    
MAPK                     Proteínas quinasas activadas por mitógeno. 
MCAP                     Proteína mitótica asociada a cromatina. 
MCP-1/CCL2         Proteína quimioatrayente de monocitos-1. 
MME                      Matriz extracelular. 
MMPs                    Metaloproteinasas de matriz. 
NELF                       Factor negativo de elongación. 
NEMO                    Modulador esencial de NF-kB. 
NF-kB                      Factor nuclear‐kB. 
NIK                          Quinasa inductora de NF-kB. 
NTS                         Nefrotoxic serum. 
OPN                        Osteopontina. 
PAI-1                      Inhibidor del activador del plasminógeno-1. 
PDGF                      Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
P-TEFb                   Factor de elongación transcripcional positivo b. 
PTHrP                     Proteína relacionada con la Paratohormona. 
PTMs                      Modificaciones post-transcripcionales. 
RANTES/CCL5       Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted. 
RORγ                      Factor de transcripción de tipo huérfano del receptor de ácido retinoico. 
ROS                        Especies reactivas de oxígeno. 
Ser                          Serina. 
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siRNA                      Small interfering RNA. 
SLN                          Señal de localización nuclear. 
SRAA                       Sistema Renina Angiotensina Aldosterona. 
STAT3                     Factor activador de la transcripción 3. 
sTNFr                      Receptor soluble del Factor de necrosis tumoral. 
TEM                        Transición epitelio mesénquima. 
TGF-α                     Factor de crecimiento transformante‐α. 
TGF-β                     Factor de crecimiento transformante‐β. 
Th                           Linfocito T Helper. 
TNF-α                     Factor de necrosis tumoral‐α. 
TRAFs                     Factores asociados a TNF. 
TWEAK                   Citoquina inductora de apoptosis semejante a TNF. 
UUO                      Obstrucción unilateral del ureter. 
VCAM-1                 Vascular cell adhesion molecule‐1. 
VDRA                      Agonista de los receptores de la vitamina D. 
VDRE                      Elementos de respuesta a VDR. 
VEGF                       Factor de crecimiento endotelial vascular. 
α-SMA                    α‐actina de músculo liso. 
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1.- La enfermedad renal crónica: situación actual. 
La enfermedad renal crónica (ERC), independientemente de su etiología, es un problema 
importante de salud pública en nuestra sociedad debido a su fuerte impacto en la calidad de vida de 
los pacientes y su elevado coste económico. Se estima que afecta a más del 10 % de la población de 
la unión europea y que 1 de cada 3 personas está en riesgo de desarrollarla (1). Existen muchos tipos 
de daño que pueden dar origen a un fallo renal, como los de origen inmunológico (característicos de 
la nefropatía por IgA, nefritis lúpica, síndrome de Goodpasture), de origen hemodinámico (como la 
hipertensión), por isquemia, tóxicos o infecciones bacterianas y/o víricas (2). Factores como la 
diabetes mellitus tipo 2, la obesidad y el envejecimiento de la población también contribuyen al 
deterioro renal (1), (3), (4), (5). 
La enfermedad renal se caracteriza por una destrucción progresiva del parénquima renal y 
una pérdida de la funcionalidad de la nefrona (6). Aunque la pérdida de función renal puede 
resolverse de forma natural, también puede progresar hacia una cronificación en el tiempo, y dar 
lugar a la enfermedad renal terminal (Figura 1). 
Figura 1. Esquema representativo de la progresión del daño renal.  
Otro problema en este campo, es que no existen biomarcadores selectivos para su uso en 
clínica, los cuales podrían dar información sobre la gravedad de los cambios histológicos y podrían 
predecir eficazmente la progresión de la ERC hacia la etapa terminal de la misma (7).  
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Los actuales tratamientos clínicos para la ERC sólo retardan la progresión de ésta enfermedad 
cuya consecuencia final es la pérdida funcional del tejido. A pesar de todo, algunas patologías como 
la nefropatía diabética o la nefropatía hipertensiva, han demostrado una mejor evolución gracias a 
algunos tratamientos como el uso de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA) o 
antagonistas de los receptores de angiotensina II (ARA II), que bloquean el sistema Renina- 
Angiotensina-Aldosterona (RAA), retrasando la progresión de la enfermedad (8), (9), (10). 
Actualmente uno de los mayores problemas clínicos es el aumento de pacientes que 
terminan desarrollando enfermedad renal terminal (11). Esta etapa de la enfermedad renal requiere, 
en todos los casos, una terapia renal de reemplazo como puede ser la diálisis (hemodiálisis/diálisis 
peritoneal) o el trasplante renal. Aproximadamente la mitad de los pacientes que se someten a 
diálisis, sólo permanecen un máximo de tres años con este tipo de terapias, de ahí la importancia del 
desarrollo de nuevas estrategias que sean capaces de restaurar la función del riñón o en su defecto, 
prevenir la progresión de la enfermedad renal (12). 
2.- Mecanismos que se activan en el daño renal. 
      2.1-Proceso inflamatorio. 
La inflamación es un proceso complejo que se produce en respuesta a diferentes estímulos 
inmunológicos y no inmunológicos, cuya función es la reparación del daño y la restauración de la 
función normal del tejido con el menor daño tisular posible (13). La inflamación renal puede darse  
como consecuencia de un daño agudo, o como parte de un proceso global y sistémico, que por lo 
general, si no se resuelve, desemboca en un proceso fibrótico, caracterizado por fibrosis 
tubulointersticial, atrofia tubular y esclerosis glomerular (14). La respuesta inflamatoria comienza con 
un aumento del flujo sanguíneo y un ensanchamiento del vaso, así como un incremento de la 
permeabilidad vascular y un creciente reclutamiento de células inflamatorias cerca del tejido dañado 
(15). El proceso por el cual las células inflamatorias se adhieren al vaso, está regulado por multitud 
de mediadores pro-inflamatorios como selectinas, moléculas de adhesión, integrinas y quimioquinas, 
que controlan la llegada y la posterior integración en el tejido de las diferentes células del sistema 
inmune encargadas de la reparación del daño (16) (Figura 2). En un ambiente pro-inflamatorio, las 
células residentes del riñón comienzan a secretar citoquinas inflamatorias, (IL6, IL‐1β, TNF‐α, TWEAK), 
quimioquinas (CCL2, CCL5, OPN), moléculas de adhesión (ICAM‐1), factores de crecimiento (CTGF, 
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TGF-β, EGF, PDGF, PTHrP) y péptidos vasoactivos (Ang II, ET‐1) (17), (18). Este proceso de daño renal 
da lugar a la activación de diferentes vías de señalización como la ruta de NF-B o la de las quinasas 
activadas por mitógenos (MAPKs), que regula la transcripción de genes implicados en la inflamación 
(19), (20), (21), (22). 
Figura 2. Representación esquemática del proceso inflamatorio y su evolución hacia la fibrosis o hacia la resolución del 
daño. 
     2.2- Vía de señalización del factor nuclear -B (NF-B). 
El factor nuclear-B (NF-B), es un factor de transcripción que regula diferentes procesos 
celulares como la inflamación, la inmunidad, la apoptosis o la proliferación celular (23). NF-B está 
implicado en la transcripción de una gran cantidad de genes, tanto de respuesta temprana como 
tardía. También está implicado en la expresión de proteínas características de la propia vía como IkBα 
o IkBε, e igualmente es el responsable de la expresión de citoquinas inflamatorias como IL6, IL8 o IP-
10, moléculas de adhesión o moléculas quimioatrayentes como CCL5 y CCL2 (19). Hay muchos 
estímulos que activan NF-B como pueden ser citoquinas, factores de crecimiento, patógenos, 
mediadores inmunes, proteinuria o estrés metabólico (22). También responde ante una gran variedad 
de estímulos como por ejemplo, productos virales o bacterianos, factores de crecimiento, citoquinas 
inflamatorias como TNF‐α, IL‐1β, Ang II, estrés intracelular y extracelular, estrés metabólico como 
altas concentraciones de glucosa y productos de glicosilación avanzada (24), (25), (26). 
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Existen 5 miembros de la familia de NF-B, RelA/p65, RelB, cRel/Rel, NF-B1 (p50; generado 
a partir de p105) y NF-B2 (p52; generado a partir de p100), que pueden establecer potencialmente 
15 homo/heterodímeros (27). Las proteínas de la familia de NF-B tienen en común una región de 
homología Rel, también llamada DHR, localizada en el extremo N-terminal de la proteína, de unos 
300 aminoácidos, que posee dominios de unión al ADN y es responsable de su dimerización, de su 
interacción con las IκBs y de su localización nuclear. Además, la región DHR contiene una señal de 
localización nuclear (SLN) que facilita la translocación del NF-B al núcleo. Los dímeros de NF-B se 
unen al promotor de gran variedad de genes a través de sitios kB que poseen en su secuencia (27). 
En condiciones normales, los dímeros de NF‐B se encuentran en el citoplasma unidos a una 
subunidad inhibidora llamada IκB. Esta familia está compuesta por las proteínas IkBα, IkBβ, IkBγ, IkBδ, 
IkBε y Bcl‐3. Las IkB contienen entre cinco y siete repeticiones conservadas de tipo anquirina, que son 
fundamentales para su unión a NF‐B a través de los dominios DHR. De este modo, el represor o la 
subunidad inhibitoria enmascaran la SLN e impiden su translocación al núcleo. Las proteínas IkB 
tienen la capacidad de desestabilizar la proteína por su extremo c-terminal, lo que lleva a su 
degradación (28), (26). El dímero más abundante en la mayoría de los tipos celulares y por lo tanto el 
más estudiado, es el formado por las subunidades p65/p50, que está predominantemente unido a la 
proteína inhibitoria IκBα. La activación de la vía canónica del NF‐B involucra la activación de las 
quinasas IKKs (IKKα, IKKβ y la subunidad reguladora NEMO) que inducen la fosforilación de la 
subunidad inhibitoria IkB (principalmente de IkBα) en los residuos de Ser32 y Ser36, que marcan a 
esta proteína para ser reconocida por el complejo ligasa‐ubiquitina (29), (30). Esta enzima 
poliubiquitina a IkB en los residuos de Lys21 y Lys22, lo cual provoca su degradación por el 
proteasoma 26S.  Este proceso permite el desenmascaramiento de la SLN de NF‐B y la fosforilación 
de la subunidad p65 en el residuo Ser 536 por las proteínas IKKs, dando lugar a su translocación al 
núcleo, activando con ello la transcripción de genes diana debido a su unión a los elementos de alta 
afinidad ‐B en sus promotores y la formación de complejos con varios coactivadores (26), (30), (27). 
Entre los genes que regula NF‐B por la vía canónica se encuentran genes implicados en la respuesta 
inmune e inflamatoria como VCAM‐1, CCL2, CCL5, TNF‐α e IL6, en el remodelado tisular como las 
metaloproteinasas de matriz (MMPs), y enzimas como la fosfolipasa 2A y ciclooxigenasas (8), (31), 
(32), (33), (20), (19). 
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La vía no canónica de activación de NF-B, es una vía de respuesta más tardía. Este proceso 
alternativo comienza con la activación de la quinasa NIK, junto con el reclutamiento de IKKα que 
forma el complejo dimérico IKKα/IKKα que, al fosforilarse, causa la degradación, a través del 
proteasoma, de la subunidad p100 perteneciente al complejo NF-B2, formando p100/p52 (26). Esta 
degradación permite la formación de los complejos RelB/p52, que posteriormente viaja al núcleo 
para activar la transcripción de genes característicos de esta vía no clásica. La activación de esta vía 
permite la transcripción de un grupo de genes distintos a los regulados a través de la vía clásica, entre 
los que se encuentran quimioquinas como CCL21, CCL19, CXCL13 o BAF (34) (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema de la vía de señalización de NF-B. En él se puede ver cómo las dos vías de señalización conocidas, tanto 
la clásica o canónica como la no canónica, desembocan en la expresión de genes característicos de cada vía. 
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      2.3- Respuesta inmune. 
 En la respuesta inflamatoria es muy importante tanto la inmunidad innata como la 
adaptativa. La inmunidad innata se activa en estadios muy tempranos del proceso inflamatorio y es 
una respuesta que no depende específicamente de los antígenos presentes en el medio. Sus células 
efectoras más importantes son neutrófilos, monocitos/macrófagos, células dendríticas, natural killer 
y células T. La respuesta inmune adaptativa es más sensible a la exposición de antígenos específicos 
que son presentados tanto por los patógenos como por las propias células del sistema inmune. 
Dentro de esta respuesta adaptativa se incluyen procesos como la maduración de células dendríticas 
y la presentación de antígenos, la activación y proliferación de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (linfocitos 
T citotóxicos) y la interacción entre ellos. Los leucocitos, las células dendríticas y los macrófagos 
juegan un papel importante en ambos tipos de inmunidad mediante la producción de citoquinas pro-
inflamatorias y presentadoras de antígenos a los linfocitos. Los linfocitos Th tienen un papel central 
en la regulación de la respuesta inmune adaptativa (35). 
         2.3.1- Respuesta Th17. 
La diferenciación de linfocitos Th CD4+ a los diferentes subtipos, depende de complejos 
mecanismos regulados específicamente por la activación dependiente de citoquinas características y 
factores de transcripción propios de cada tipo celular. En condiciones normales, la activación de las 
células Th CD4+ es fundamental para el control de la respuesta inmune, y una desregulación de la 
activación de estas células, puede dar lugar a enfermedades autoinmunes (35). Ante la presencia de 
células presentadoras de antígeno, los linfocitos Th CD4+ se activan dando lugar a diferentes subtipos 
de linfocitos Th maduros como son los Th1, Th2, Treg o Th17 (Figura 4). El hecho de que las células 
Th CD4+ se puedan diferenciar a varios subtipos de Th maduros activando diferentes vías efectoras, 
explica que exista un complejo mecanismo de regulación de la respuesta inmune (36), (37), (38). 
La diferenciación especifica de linfocitos CD4+ hasta células Th17 es un proceso complejo en 
el que están involucrados multitud de factores clave cómo el activador de la transcripción 3 (STAT3) 
(39), (40), (41). La bioquímica de la ruta de señalización JAK / STAT se ha estudiado ampliamente (42). 
El primer paso en la activación de la vía es la inducción de un cambio conformacional del receptor 
tras la unión del ligando correspondiente, cuyas regiones citoplasmáticas están acopladas a 
moléculas de señalización. El siguiente paso es la activación de las proteínas JAK asociadas al receptor. 
Una vez activadas son capaces de fosforilar en residuos de tirosina a las cadenas de dicho receptor, 
creando sitios de unión para las proteínas STAT.  
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Estas proteínas STAT son reclutadas para que, a su vez, sean fosforiladas por las proteínas 
JAK. Las proteínas STAT se dimerizan y se translocan al núcleo para la expresión de genes propios de 
esta vía de señalización (43). Las células Th17 producen citoquinas de la familia IL-17 (IL-17A-F) siendo 
IL-17A su principal molécula efectora (44). La diferenciación hacia células Th17 se produce en 
presencia de IL6, que induce la expresión del factor de transcripción de tipo huérfano del receptor de 
ácido retinoico gamma t (RORγt) a través de la activación de STAT 3 (45). Las células Th17 también 
sintetizan IL21 e IL23, citoquinas que son necesarias para el mantenimiento y progresión de ésta 
respuesta a través de la vía de señalización de STAT 3 (44), (46), (47). La respuesta Th17 está implicada 
en la protección del organismo frente a patógenos extracelulares, como ocurre con las células Th1, 
pero también se ha relacionado a las células Th17 con procesos de inflamación crónica (45), (48), (49), 
(50). 
Figura 4. Representación esquemática de la diferenciación de las células Th CD4+a los diferentes subtipos de Th maduros. 
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     2.4- Proceso fibrótico. 
La presencia de estímulos dañinos de forma crónica causa la alteración del proceso normal 
de reparación y desemboca en una acumulación de proteínas de matriz extracelular (MEC), 
principalmente de componentes como Fibronectina y Colágeno I, III y IV, lo cual da lugar a fibrosis 
(51). El proceso de fibrogénesis renal está mediado por células tubuloepiteliales, por células 
infiltrantes del sistema inmune y por fibroblastos intersticiales, siendo éstos últimos las células que 
sintetizan la mayor parte de la matriz extracelular (52). Este proceso comienza con la fase 
inflamatoria, iniciándose con la activación de las células tubuloepiteliales o de las células 
mononucleares infiltrantes que producen un incremento en el número de miofibroblastos 
intersticiales, lo cual lleva a un aumento en el depósito de componentes de la matriz extracelular 
(proceso reversible y similar a la cicatrización de una herida). En condiciones patológicas, tanto las 
células tubuloepiteliales como las células endoteliales, pueden sufrir transición epitelio/mesénquima 
(TEM), convirtiéndose en miofibroblastos productores de matriz y contribuyendo a la fibrosis renal y 
a la progresión de la enfermedad (53). En este proceso participan diversos factores, entre los que 
destacan TGF-β, CTGF, FGF, IL-1β, AGES y Ang II (54), (55), (56), (51). 
Uno de los mediadores clásicos considerados como claves en el proceso  fibrótico es el TGF-
β. Este mediador se expresa en tres isoformas diferentes TGF-β1, 2 y 3, siendo TGF-β1 la isoforma 
más abundante. La forma activa TGF-β1 se une a TβRII (Type II TGF-β receptor), una quinasa 
constitutivamente activa que recluta TβRI (Type I TGF-β receptor), y que fosforila a su vez a los 
receptores asociados a las proteínas SMAD (R-SMAD), SMAD2 y SMAD3 (57). Las formas fosforiladas 
de SMAD2 y SMAD3 se unen a la forma más común, SMAD4, para translocarse al núcleo y regular la 
transcripción de diferentes genes con la ayuda de diferentes coactivadores y represores. Existe una 
subunidad inhibitoria de la ruta, SMAD7, que compite de forma activa con R-SMAD por unirse a los 
receptores activos (58). Existen publicaciones que demuestran que TGF-β1 es un mediador 
importante en la ERC asociada a fibrosis renal progresiva que además posee múltiples propiedades 
biológicas entre las que se incluyen proliferación celular, diferenciación, apoptosis, autofagia y 
producción de matriz extracelular (59). Evidencias considerables han revelado que TGF-β1 es 
sustancialmente regulado tanto en los riñones dañados en pacientes con ERC como en diferentes 
modelos de daño renal experimental (60), (61). 
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         2.4.1-  El factor de transcripción SOX9. 
Los genes SOX son reguladores del desarrollo caracterizados por la presencia de un dominio 
de unión al ADN de alta movilidad con una marcada homología con el gen SRY determinante del sexo. 
La familia de genes SOX puede subdividirse en doce subgrupos definidos por homologías adicionales 
fuera del dominio de unión al ADN (62). El subgrupo E de genes SOX consta de tres miembros: SOX8, 
SOX9 y SOX10. El gen estudiado con mayor detalle en este subgrupo es SOX9. Mutaciones 
heterocigóticas en este gen causan displasia campomélica en los seres humanos, síndrome 
caracterizado por un desarrollo óseo anormal, letalidad perinatal y otras anormalidades (62). En el 
desarrollo embrionario, así como en órganos adultos, SOX9 tiene un papel importante en la 
regulación de la expresión de proteínas de matriz y se encuentra asociado con patologías fibróticas 
que afectan a la piel, hígado y corazón (63), (64), (64). En modelos murinos de fibrosis hepática, la 
activación de SOX9 es responsable de la producción de Colágeno tipo I en células estrelladas 
hepáticas (64). SOX9 es una proteína perteneciente a la familia de factores de transcripción 
involucrados en el desarrollo de diferentes órganos, resultando necesario en la diferenciación de 
condrocitos y en la expresión de genes específicos de cartílago, incluyendo los Colágenos de tipo II, 
IX y XI. En el riñón SOX9 se expresa en estadios tempranos de la formación del uréter manteniendo 
la integridad del mismo, y se ha observado que la deficiencia de SOX9 causa la formación ectópica de 
nefronas (65). En ratones, la supresión combinada de SOX8 y SOX9 produce hipoplasia renal grave 
(66). Estudios realizados en modelos de daño renal agudo han descrito que la  activación de SOX9 
precede a la expresión de biomarcadores de daño renal,  como N-Gal y Kim1, indicando que podría 
tener papel muy temprano en el daño renal (67). En la fase aguda en un modelo de isquemia 
reperfusión, la mayoría de las células en fase de proliferación fueron positivas para SOX9. Además, la 
deleción de SOX9 en las células del túbulo proximal resultó en proliferación epitelial reducida, 
desembocando en una lesión más grave (68), (66). Sin embargo, su papel en la fibrosis renal no está 
bien establecido. 
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3.- Epigenética. 
Conrad Hal Waddington introdujo el término epigenética a principios de los años cuarenta 
(69), y la definió como "la rama de la biología que estudia las interacciones causales entre los genes 
y sus productos, que llevan a un fenotipo observable". Más concretamente, esta definición se refiere 
a todas las vías moleculares que modulan la expresión de diferentes genes en un fenotipo particular 
(70). En los años siguientes, con el rápido crecimiento de la genética, el significado de este término 
ha ido cambiando gradualmente. En la actualidad la “Epigenética” describe el mecanismo por el cual 
los organismos multicelulares desarrollan múltiples tejidos diferentes a partir de un único genoma. 
Esta variabilidad es debido a diferencias en la actuación de la maquinaria transcripcional, afectando 
a la expresión de diferentes genes, lo cual conlleva una gran variedad de perfiles fenotípicos (71). 
Esta definición se basa en la existencia de cambios heredables en la estructura y organización del 
ADN, sin implicar cambios en la secuencia de nucleótidos, y que modulan la expresión de diferentes 
genes (71), (72), (73).  
Un concepto clave en la epigenética es que la actividad transcripcional basal en eucariotas es 
esencialmente restrictiva, activándose únicamente en presencia de activadores que dan lugar a la 
formación de un complejo transcripcional y la posterior expresión de diferentes genes. El ADN no 
existe en la célula como una molécula desnuda. Un metro de ADN genómico tiene que ser 
compactado en el núcleo, el cual es un orgánulo de aproximadamente seis micras de diámetro (74). 
Este notable grado de compactación, que se observa en todas las células eucariotas, está mediado 
por un conjunto de proteínas asociadas con el genoma, formando una estructura de nucleoproteínas 
conocida como cromatina. La unidad básica de repetición de la cromatina es el nucleosoma, que 
consta de aproximadamente de 146 pares de bases de ADN envolviendo a un complejo de proteínas 
dispuestas en forma de octámero, compuesto de cuatro núcleos de histonas: H2A, H2B, H3 y H4. Las 
histonas son proteínas que interaccionan con la carga negativa del ADN a través de sus residuos 
cargados positivamente (75) (Figura 5).  
. 
Figura 5. Estructura del 
octámero de histonas y 
su disposición para 
formar la cromatina. 
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La cromatina puede asumir una conformación compacta (HETEROCROMATINA), donde la 
expresión génica no se puede llevar a cabo, y otra estructura  más abierta (EUCROMATINA), en la cual 
el ADN es accesible para la maquinaria transcripcional (76). En los últimos años se ha demostrado la 
gran importancia que tienen los mecanismos que regulan la actividad de la cromatina a través de las 
modificaciones epigenéticas. Los mecanismos tradicionales de regulación epigenética incluyen 
multitud de modificaciones como la metilación del ADN o modificaciones de histonas, siendo estas 
últimas, claves para la formación del complejo transcripcional (77), (78). La mayor parte de las 
modificaciones químicas que ocurren en las histonas se producen en los  aminoácidos localizados en 
sus colas. Las diferentes proteínas encargadas de realizar las distintas modificaciones epigenéticas, 
se clasifican generalmente en 3 grupos (Figura 6): las “writers” o escritoras que son proteínas 
encargadas de añadir (“escribir”) las diferentes marcas epigenéticas. Un ejemplo de estas enzimas 
son las HAT (histona acetil tranferasas), que añaden grupos acetilos a las colas de las histonas. 
También existen las enzimas eliminadoras o “erasers” encargadas de “borrar” las marcas epigenéticas 
de las histonas. Un ejemplo de éstas últimas son las HDAC (histona deacetilasa) que se encargan de 
quitar los grupos acetilo de las lisinas. Por último, existen proteínas lectoras o “readers”, cuya función 
es reconocer las diferentes marcas epigenéticas añadidas en las histonas. Entre las proteínas 
“readers”, están las proteínas BET, que contienen bromodominios, las cuales reconocen residuos de 
lisinas acetiladas en las colas de las histonas (Figura 6) (79), (80). 
Figura 6. Diferentes proteínas que añaden, eliminan y reconocen distintas modificaciones epigenéticas. 
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Las modificaciones post-trascripcionales de las histonas (PTMs), que modifican la estructura 
de la cromatina,  presentan una gran relevancia en el campo de la epigenética. Se han estudiado y 
descubierto multitud de estas modificaciones, de las cuales las más importantes son: la acetilación, 
metilación, ubiquitinación, propionilación y crotonilación de residuos de lisinas; metilación, 
ribosilación y citrulinación de residuos de arginina; y la fosforilación y glicosilación de serinas y 
treoninas (79). Estas modificaciones pueden ocurrir dentro del dominio plegado de las histonas o en 
los dominios N- y C-terminales que se extienden más allá del nucleosoma (81), (82). 
     3.1- Las proteínas BET (Bromodomain and extra-terminal proteins). 
La familia de proteínas que poseen bromodominios en su extremo terminal (BET) está 
formada por cuatro miembros, BRD2, BRD3 y BRD4, que se expresan de forma ubicua, y BRDT, cuya 
expresión se limita a la célula germinal masculina. Las diferencias funcionales entre BRD2, BRD3, 
BRD4 y BRDT aún no están bien definidas (83), (84). Las proteínas BET se localizan en el núcleo de la 
célula, cada una de las cuales contiene un tándem de dos bromodominios, en cuyo interior existe una 
secuencia de aminoácidos conservada que actúa como una señal de localización de histonas 
diacetiladas (H4K5acK12ac) (85). Los bromodominios fueron descritos por primera vez en estudios 
sobre el gen Brama en Drosophila (86), (87), y ahora sabemos que existen al menos 61 tipos de 
bromodominios codificados en el genoma humano. La estructura de los bromodominios está formada 
por 4 hélices empaquetadas con dos bucles de distinta longitud entre sus hélices, BC y ZA. El bolsillo  
hidrofóbico formado por los bucles BC y  ZA está revestido por residuos de Tyr97, Asp140, Val752, Ala757, 
Tyr760, Val763, Tyr802 y Tyr 809. Dicho bolsillo hidrofóbico es un lugar idóneo para las interacciones 
proteína-proteína. Está situado en un extremo del paquete de cuatro hélices, opuesto a la zona amino 
y carboxilo terminal de la proteína (Figura 7) (88). 
 
 
 
Figura 7. Imagen tomada de (89), 
donde se muestra la estructura de un 
bromodominio. 
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Los bromodominios sirven como reguladores de la interacción proteína-proteína en 
diferentes procesos celulares como la transcripción y el remodelado de la cromatina (90). Además, 
no están únicamente presentes en proteínas “lectoras”, encargadas de reconocer diferentes 
modificaciones epigenéticas (85), sino que también están presentes en 46 tipos diferentes de 
proteínas como acetil-transferasas, proteínas asociadas a cromatina, coactivadores transcripcionales 
o metil-trasferasas de histonas (89), (91), (92).  
     3.2- BRD4. 
 BRD4, es uno de los miembros de las proteínas BET mejor caracterizados, y originalmente fue 
denominada como proteína mitótica asociada a cromatina o MCAP. Fue identificada en 1988 en 
estudios sobre complejos mediadores en mamíferos como una proteína coactivadora que une 
factores de transcripción para la activación de  la RNA Polimerasa II (Pol II) (93). Existen tres isoformas 
de diferente longitud: una isoforma más larga de 1362 aminoácidos y dos isoformas más cortas de 
722 y 796 respectivamente (94). 
BRD4 puede clasificarse como una proteína “lectora” de cromatina, ya que contiene dos 
bromodominios altamente conservados (BD1 y BD2) colocados en tándem, utilizados para 
mantenerse unido a la cromatina (95). BRD4-BD1 y BRD4-BD2 interactúan con cromatina acetiladas, 
así como con proteínas no histonas para regular la transcripción, replicación del ADN, progresión del 
ciclo celular y otras actividades celulares (95). BRD4 también puede ser clasificado como un 
coactivador transcripcional, ya que puede unirse directamente (o indirectamente) a factores de 
transcripción para promover efectos sobre la activación de la ARN Pol II (96). La mayor parte de la 
literatura sugiere que BRD4 funciona como una proteína de unión que vincula histonas acetiladas y 
factores de transcripción con el complejo transcripcional. Se ha descrito que BRD4 posee actividad 
quinasa  y acetiltransferasa intrínseca, aunque no se sabe en qué medida afecta esta actividad a su 
función trascripcicional (97). También se ha descrito que BRD4 está implicado en numerosos procesos 
celulares, incluyendo la regulación de la transcripción, la replicación y la reparación del ADN (95), 
(98). La disfunción en procesos epigenéticos como la acetilación de histonas y la metilación del ADN 
juegan un papel importante en muchas patologías humanas como el cáncer o las enfermedades 
inflamatorias. Existen inhibidores de proteínas “escritoras” y “eliminadoras”, que han sido 
recientemente aceptados por organismos como la agencia americana del medicamento (FDA) o están 
siendo probados actualmente en ensayos clínicos. En cambio, el desarrollo de inhibidores para las 
proteínas “lectoras“, ha comenzado en los últimos años (99), (100), (101). 
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     3.3- Factor de elongación transcripcional positivo b (P-TEFb). 
La trascripción en eucariotas está mediado por la ARN Pol II, y conlleva multitud de etapas 
coordinadas. Hoy en día existe mucha información acerca de cómo tiene lugar la iniciación de la 
trascripción, sin embargo, la fase de elongación es un paso decisivo para regular la expresión de 
multitud de genes inducibles (102), (103). Se ha demostrado la existencia de dos factores de 
elongación, uno positivo y otro negativo. El factor que posee la capacidad de promover la 
transcripción y la elongación fue denominado factor de elongación transcripcional positivo b (P-TEFb), 
y es un heterodimero con actividad quinasa compuesto por CDK9 y su ciclina, mayormente ciclina T1 
y T2 (104). Los  factores que desempeñan un rol negativo en la elongación fueron identificados como 
DSIF (compuesto por spt4 y spt5) y NELF (Factor negativo de elongación, compuesto por las 
subunidades NELF A, B, C/D, E) (105). Después de la iniciacion de la transcripcion, NELF y DISF impiden 
la elongación, pausando la trascripcion mediada por la Pol II. Se cree que esta pausa en la 
transcripción es un mecanismo de seguridad en la expresión temprana de gran cantidad de genes 
(106). Para que la transcripción continue, es necesario el reclutamiento de P-TEFb a estas regiones 
promotoras, el cual fosforila y escinde tanto a NELF como a DISF (102), (107). Existen evidencias que 
demuestran que BRD4, proteína que contiene bromodominios, tiene la capacidad de reclutar a P-
TEFb para conseguir desbloquear la pausa de la Polimerasa II (108), (109) (Figura 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Representacion esquemática de cómo BRD4 recluta al factor de elongación positivo b (P-TEFb), importante para 
la elongación y la progresión de la transcripción. 
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     3.4- Inhibidores de proteínas BET. Descripción de JQ1. 
La búsqueda de diferentes moléculas que ayuden al bloqueo de proteínas BET se está 
convirtiendo en un nuevo abordaje terapéutico en diferentes patologías. Existen muchos inhibidores 
de proteínas BET (iBET) que están dando resultados muy positivos en diferentes enfermedades. JQ1 
es uno de los iBET  más conocidos y participa en muchos procesos celulares involucrados en 
diferentes patologías. Este inhibidor se descubrió al estudiar un tipo de cáncer llamado carcinoma de 
la línea media de la proteína nuclear del testículo (NUT), originado por la translocación nuclear del 
producto del oncogén BRD4-NUT. El producto de este gen actúa bloqueando la diferenciación celular 
y manteniendo la célula en un estado permanente de proliferación (110). JQ1, llamado así porque fue 
desarrollado por Jun Qi, investigador perteneciente al grupo de Chris French, se une a los 
bromodominios de BRD4, impidiendo que esta proteína reconozca residuos de lisinas acetiladas 
localizados en las histonas (111) (Figura 9). Aunque sus primeros estudios fueros en patologías 
proliferativas como el cáncer, posteriores estudios han demostrado que JQ1 influye también en 
procesos como la apoptosis en células procedentes de cáncer de glándula parotídea, reduciendo la 
expresión de c-Myc y bcl-2, dos genes diana de BRD4 (112). 
 
Figura 9. Representación esquemática del mecanismo de acción de JQ1. 
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El compuesto JQ1 es una tieno-triazolo-1,4-diazepina sustituida en la posición C-6 por el 
grupo funcional carboxilato de terbutilo, permitiendo una fácil modificación. Este agrupamiento 
disminuye el reconocimiento y el correspondiente enlace a los receptores de benzodiacepina del 
sistema nervioso central, siendo responsable además de su corta vida media (Figura 10). 
 
 
 
Figura 10. Estructura química del 
inhibidor de proteínas BET, JQ1 (+), y 
de su enantiomero sin ninguna 
actividad biológica JQ1 (-). 
 
 
 
La unión de JQ1 a BRD4 se realiza a través del bolsillo hidrofóbico mediante el cual se une a 
residuos acetilados de Lisina. Los dos átomos de nitrógeno adyacentes del anillo 1,2,4-triazol 
mimetizan el grupo carboxamida y se unen a través de enlaces de hidrógeno al grupo NH2 de la 
asparagina 140 y al grupo hidroxilo de la tirosina 97, en este caso a través de una molécula de agua, 
mientras que el sustituyente metilo del anillo de triazol se enlaza al lugar que ocupa el grupo metilo 
del acetilo (113), (114) (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de la unión de JQ1 a BRD4. 
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Existen a día de hoy una gran batería de inhibidores de proteínas BET que están siendo usados 
en ensayos clínicos. ABBV-075 es un inhibidor de proteínas que contienen bromodominios con una 
potencial actividad antineoplásica. Este inhibidor se une a los bromodominios evitando de este modo 
la interacción entre las proteínas BET y las histonas acetiladas. Esto interrumpe la remodelación de la 
cromatina, impide la expresión de ciertos genes que promueven el crecimiento, y conduce a una 
inhibición del crecimiento celular en ciertos tumores (115). En estos momentos se están llevando 
acabo ensayos clínicos en pacientes con diferentes tipos de cáncer, como cáncer de mama, cáncer 
microcítico de pulmón o cáncer de próstata. La compañía farmacéutica Roche actualmente realiza 
ensayos clínicos en pacientes con leucemia mieloide aguda, con un inhibidor llamado TEN-010. La 
compañía Resverlogix también desarrolla ensayos clínicos con su inhibidor RVX000222, con el 
propósito de determinar si el tratamiento con este inhibidor es favorable en pacientes  con diabetes 
mellitus tipo 2  y con enfermedades cardiovasculares de alto riesgo (116). 
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HIPÓTESIS. 
 Estudios recientes han demostrado que factores como el estrés oxidativo, inflamación o 
toxinas urémicas pueden inducir cambios epigenéticos, modificando la expresión génica y 
contribuyendo al desarrollo de la fibrosis, enfermedades cardiovasculares o alterando la respuesta 
inmune en pacientes con enfermedad renal crónica. La identificación de estos cambios epigenéticos 
en la patología renal es aún un campo en vías de desarrollo, pero con grandes expectativas para 
definir nuevas dianas terapéuticas, ya que estos cambios epigenéticos son modificaciones 
potencialmente reversibles.  
 La familia de proteínas BET “bromodomain and extra-terminal”, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT, 
participan en el desarrollo de tumores, autoinmunidad, inflamación y fibrosis. Los bromodominios 
presentes en las proteínas BET, regulan la transcripción génica a través del reconocimiento específico 
de residuos de lisina acetilados presentes  en histonas y otras proteínas nucleares.  
 La hipótesis de esta tesis es que moléculas inhibidoras de proteínas BET, como JQ1, que actúan 
bloqueando la unión de los bromodominios a proteínas acetiladas, podrían ser una novedosa diana 
terapéutica en patología renal, modulando cambios epigenéticos que regulan procesos claves en 
estas patologías, como son la inflamación y la fibrosis.  
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OBJETIVOS. 
 
Objetivo general: Investigaremos el papel de las proteínas BET en el daño renal experimental, con el 
fin de determinar si su inhibición podría ser una nueva diana terapéutica en patología renal.  
 
Objetivos concretos:  
1) Investigaremos el efecto de la inhibición de las proteínas BET, más concretamente BRD4, utilizando 
el inhibidor JQ1 o mediante silenciamiento génico de BRD4, en la regulación de genes 
proinflamatorios in vitro. 
2) Evaluaremos el efecto de JQ1 en la regulación de la respuesta inflamatoria en varios modelos 
experimentales de daño renal de diferente etiología: a) modelo de obstrucción unilateral del uréter , 
caracterizado por daño tubulointersticial, b) modelo de administración sistémica de Angiotensina II 
asociado a aumento de la presión sanguínea e inflamación renal y c) modelo de daño por 
administración de suero nefrotóxico anti-membrana basal glomerular (NTS), caracterizado por 
inducción de glomerulonefritis inmune con formación de crescentes glomerulares. Además, se 
investigarán los mecanismos moleculares implicados en las acciones de JQ1. 
3) Determinaremos el efecto de JQ1 en la fibrosis renal experimental y en  la regulación de proteínas 
de matriz extracelular in vitro, investigando el papel potencial del factor de transcripción SOX9. 
4) Comprobaremos si el tratamiento con JQ1 tiene efectos sobre la pérdida de función renal 
observada en modelos experimentales de daño renal. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  
1.- Modelos experimentales. 
Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices que 
regulan la investigación con animales de experimentación de la Comunidad Europea y con la 
aprobación previa del Comité de Ética de Investigación en Salud del IIS-Fundación Jiménez Díaz. Todos 
los ratones empleados  en los estudios tenían entre 8 y 10 semanas de edad, un peso aproximado de 
25 gr y pertenecían a la cepa C57BL/6 (Charles River, Barcelona, España).  
En los modelos de daño renal desarrollados en esta tesis, el día del sacrificio se recogieron 
muestras de sangre y orina de cada animal para su posterior valoración. En el momento del sacrificio, 
los animales fueron anestesiados con 5 mg/kg de xilazina (Rompun, Bayer AG) y 35 mg/kg de 
ketamina (Ketolar, Pfizer). Tras el sacrificio, los ratones fueron perfundidos con salino frío por vía 
cardiaca y se extrajeron los riñones que se dividieron en varias secciones según la técnica de análisis 
a la que se destinara la muestra del tejido. Una sección del tejido, se fijó en una solución salina de 
formaldehído al 4%, y posteriormente el tejido se incluyó en parafina para el análisis 
inmunohistoquímico de la muestra. Otra sección se incluyó en medio de crio-preservación (OCT: 
Tissue-Tek), para estudios de inmunofluorescencia, y otra fue procesada para realizar estudios de 
inmunoprecipitación de cromatina, fijándola en una solución salina de formaldehído al 1% para su 
posterior inactivación con 0,125 M de glicina. Por último, el resto del riñón se congeló en nitrógeno 
líquido para los estudios de expresión génica y extracción de proteínas. El inhibidor de 
bromodominios BET, JQ1 fue cedido por el Dr. Bradner (Instituto Dana-Farber del Cáncer, Boston, 
USA). Para los estudios in vivo, JQ1, se resuspendió en 10 % hidroxipropil β-ciclodextrina y se 
administró mediante inyección intraperitoneal a dosis de 60 y 100 mg/kg/día. 
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      1.2.- Modelo de obstrucción unilateral del uréter (UUO). 
Para llevar a cabo los estudios de esta tesis se realizaron dos modelos de daño renal 
experimental con dos dosis distintas de JQ1 (100 y 60 mg/kg/día), y a dos tiempos diferentes (2 y 5 
días). La cirugía se realizó bajo anestesia inhalatoria inducida por isoflurano. Para realizar la 
obstrucción del uréter izquierdo, se ligó con seda (5/0) en dos puntos del uréter y posteriormente se 
cortó entre las ligaduras para prevenir la infección del tracto urinario. Algunos animales fueron 
tratados con JQ1 mediante inyección intraperitoneal diaria comenzando 24 horas antes de la cirugía.  
El grupo control fue inyectado con el vehículo de resuspensión de JQ1, 10 % hidroxipropil β-
ciclodextrina. Todos los ratones fueron sacrificados 2 y 5 días después de la operación (n = 6-8 ratones 
por grupo). Los estudios compararon ambos riñones (contralateral vs obstruido) en cada ratón (Figura 1). 
Figura 1. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de obstrucción unilateral del uréter. 
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      1.3.- Modelo de infusión de Angiotensina II. 
El modelo de infusión sistémica de Angiotensina II (Ang II) se realizó utilizando mini bombas 
osmóticas de infusión (ALZET micro-bombas osmóticas modelo 2001; Alza Corp. Palo Alto, CA, EE.UU.) 
que fueron colocadas, mediante cirugía, de forma subcutánea en la espalda del animal. Las mini 
bombas liberan una  dosis de 1000 ng/kg/min de Ang II durante 3 días. Como control, se utilizó un 
grupo en el que las mini bombas sólo infundían solución salina. Algunos de los ratones fueron 
tratados con JQ1 a una dosis de 100 mg/kg/día intraperitoneal comenzando 24 horas antes de la 
implantación de las bombas (Figura 2). 
 
Figura 2. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de infusión de Angiotensina II. 
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      1.4.- Modelo de glomerulonefritis inmune. 
La nefritis inmune se indujo en ratones administrándoles un suero que contiene anticuerpos 
frente a la membrana basal glomerular murina (GBM). Este suero se genera en conejos exponiéndoles 
a un extracto proteico de la membrana basal del glomérulo de ratón. Este modelo se asemeja a la 
glomerulonefritis anti membrana basal glomerular que ocurre en humanos (117). El suero fue 
inyectado en el seno retro orbital del ojo con un primer pinchazo de 50 µl diluido 10 veces en una 
solución salina estéril.  Seguidamente, en los dos días posteriores (día -2 y día -1), se realizaron sendos 
pinchazos del suero no diluido a una dosis de 4 µL/g de peso corporal. Tras los pinchazos de suero, la 
nefritis se dejó progresar hasta los 10 días, momento en el cual los ratones fueron sacrificados. Los 
animales se dividieron en dos grupos, tratados y no tratados con JQ1, comenzando el tratamiento 
diario con el inhibidor, 24 horas antes de la inmunización con el suero NTS y prolongándose  hasta los 
diez días (Figura 3). 
 
Figura 3. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de nefritis inmune producida por un suero contra 
la membrana basal glomerular (NTS). 
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2.- Estudios in vitro. 
      2.1.- Cultivos celulares.  
             2.1.1- Células renales humanas del túbulo proximal (HK2):  
              - Las células HK2 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) suplementado con un 10% 
de Suero Fetal Bovino decomplementado (FBS, Sigma Aldrich), 100 U/ml Penicilina (Sigma‐Aldrich), 
100 μg/ml Estreptomicina (Sigma‐Aldrich) y 2mM de L‐Glutamina.  
             2.1.2- Fibroblastos murinos (línea celular NIH/3T3, ATCC CRL-1658):  
               - Los fibroblastos fueron cultivados en medio DMEM 4500 mg/L Glucosa suplementado con 
un 10% de FBS decomplementado, 100 μg/ml Estreptomicina (Sigma‐Aldrich) y 2mM de L‐Glutamina. 
             2.1.3- Células mesangiales humanas (línea celular K18):  
 - Estas células cedidas por la universidad de Salamanca, fueron cultivadas en medio DMEM 
4500 mg/L Glucosa suplementado con un 10% de FBS decomplementado, 100 μg/ml Estreptomicina 
(Sigma‐Aldrich) y 2mM de L‐Glutamina. 
Todas las líneas celulares utilizadas para los estudios in vitro se mantuvieron en medio libre 
de suero durante 24h antes de los experimentos. 
     2.2.- Tratamiento  de los cultivos celulares con JQ1.  
Para realizar los estudios in vitro, JQ1, se disolvió en 10% de hidroxipropil β-ciclodextrina y se 
utilizó a unas dosis de 5 μM y 500 nM, al igual que el enantiomero JQ1 (-) utilizado como control ya 
que no posee actividad biológica.  Los estudios  in vitro fueron realizados en diferentes tipos celulares: 
En células renales humanas del túbulo proximal (línea celular HK2, ATCC CRL-2190), en fibroblastos  
y en células mesangiales de la cepa K18.   
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3.- Estudios de histología e inmunohistoquímica 
Las muestras murinas de tejido renal incluidas en parafina fueron cortadas con micrótomo 
en secciones de 2‐4 μm y montadas en portaobjetos tratados con polilisina. Luego, se desparafinaron 
e hidrataron, y posteriormente se incluyeron en xilol y en un gradiente decreciente de alcohol etílico 
(100°, 96° y 70°). 
       3.1.- Morfología Renal. 
Para evaluar la morfología renal se realizó la tinción Tricrómica de Masson según el protocolo 
establecido (Bio‐Optical). A los cortes rehidratados se les añadió la solución de hematoxilina de 
Weigert durante 7 minutos. Posteriormente, los cortes se lavaron y luego se les añadió como 
mordiente, ácido pícrico durante 5 minutos. Tras lavar las muestras se añadió fucsina de Ponceau y 
ácido fosfomolíbdico durante 2 minutos. Para finalizar se añadió el colorante verde luz durante 10 
minutos. Se procedió a deshidratar los cortes, fijar en xilol y montar en DPX (Fisher). 
       3.2.- Inmunohistoquímica. 
Para realizar los estudios de Inmunohistoquímica las secciones de 2 μm se desparafinaron 
durante 24 horas a 60°C, se realizó el protocolo de recuperación antigénica utilizando el sistema PT 
Link (Dako Diagnostics) con tampón citrato sódico 10 mM usando pH 6 o pH 9, dependiendo de las 
condiciones del anticuerpo primario facilitadas por la casa comercial. La peroxidasa endógena se 
bloqueó incubando las muestras 15 minutos con H2O2 al 3%, y las uniones inespecíficas del anticuerpo 
primario se bloquearon utilizando la solución TBS/BSA 4%-8% de suero perteneciente a la misma 
especie en la que se produjo el anticuerpo secundario. Posteriormente se incubó el tejido con el 
anticuerpo específico toda la noche a 4 °C (Tabla 1). 
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Tabla 1: Relación de anticuerpos primarios y secundarios que se han utilizado en técnicas de inmunohistoquímica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Antígeno Dilución Referencia Casa comercial 
F 4/80 + 1/50 MCA497 BioRad 
CD3+ Ready to use A0452 Dako 
CD4 + Ready to use IS649 Dako 
MPO Ready to use IS511 Dako 
Colágeno IV 1/200 ab6586 Abcam 
WT1 Ready to use M3561 Dako 
Ab Secundario Dilución Referencia Casa comercial 
Anti‐mouse biotina 1/5000 AP‐124B Millipore 
Anti‐rabbit biotina 1/5000 AP‐132B Millipore 
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Para verificar la especificidad de los anticuerpos, se repitió todo el proceso, omitiendo los 
anticuerpos primarios. Las áreas positivas teñidas se evaluaron en diez campos elegidos al azar (x200 
aumentos) utilizando el software Image-Pro Plus. Los datos se expresaron como el área positiva 
teñida con respecto al área total.  
       3.3.- Inmunofluorescencia. 
A las secciones ya desparafinadas se les aplicó un protocolo de recuperación antigénica 
utilizando el sistema PT Link (Dako Diagnostics) con tampón citrato sódico 10 mM ajustado a pH9 o 
pH6, dependiendo de las especificaciones del anticuerpo en concreto. Para eliminar la 
autoflorescencia del tejido, se incubaron las muestras durante  30 minutos con Cloruro de Amonio 
(NH4Cl) 50 nM. Posteriormente se incubó el tejido con los anticuerpos primarios correspondientes, 
durante toda la noche a 4 °C (Tabla 2). Tras lavar el tejido con la solución PBS‐T, se incubó con su 
anticuerpo secundario fluorescente (Alexa Fluor) especifico a temperatura ambiente durante 1 hora 
y en oscuridad. Finalmente, y tras lavar el tejido  para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, 
las muestras se marcaron con 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma‐Aldrich) 
para teñir los núcleos y se montaron con Mowiol (Sigma‐Aldrich) sobre cubreobjetos de cristal. La 
fluorescencia se detectó mediante microscopía confocal (Confocal System TCS SP5, Leica). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2: Relación de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para realizar técnicas de inmunfluorescencia. 
 
  
Antígeno Dilución Referencia Casa comercial 
SOX9 1/200 AB5535 Milipore 
α‐SMA‐FitC 1:300 F3777 Sigma‐Aldrich 
Colágeno IV 1/200 ab6586 Abcam 
IL-17A 1/250 ab136668 Abcam 
Antígeno Dilución Referencia Casa comercial 
AlexaFluor® 488 1/250 A21202 Life Technologies 
AlexaFluor® 568 1/250 A11011 Life Technologies 
AlexaFluor® 633 1/250 A2105 Life Technologies 
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     3.4.- Inmunofluorescencia in vitro. 
Una vez cultivadas las células en placas de 24 pocillos sobre discos de cristal, se retiró el medio 
y se realizaron varios lavados con PBS fijando las células con PFA 4%. Tras un lavado con PBS/Glicina 
5%, se incubaron 15 minutos con Tritón X‐100 al 0,2% (Sigma‐Aldrich) para permeabilizar la 
membrana celular. Pasado este tiempo, se lavaron con PBS y se bloquearon durante 1 hora a 
temperatura ambiente con BSA 4%/8% de suero (de la especie de origen del anticuerpo secundario) 
en PBS para eliminar posibles uniones inespecíficas. Posteriormente, los discos se incubaron con el 
anticuerpo primario (Tabla 2) toda la noche a 4 °C en agitación suave. Tras varios lavados con PBS, 
los discos se incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente (Alexa fluor) durante 1 hora a 
temperatura ambiente y agitación suave. Los núcleos se contrastaron con  4',6-Diamidine-2'-
phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma‐Aldrich) y finalmente los discos de cristal, con las células 
adheridas, se montaron con Mowiol (Sigma‐Aldrich) sobre portaobjetos. La fluorescencia se detectó 
mediante microscopía confocal (Confocal System TCS SP5, Leica). 
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4.- Estudios de expresión génica. 
La obtención del ARN mensajero del tejido renal congelado, se llevó a cabo mediante su 
pulverización en un troquel y su posterior resuspensión en un reactivo liquido específico para la 
extracción de ARN  denominado Trizol (Invitrogen), siguiendo el protocolo recomendado por la casa 
comercial. El ARN obtenido se cuantificó en un nanodrop (Implen Nanophotometer), y se utilizó para 
obtener ADN codificante (ADNc), mediante un Kit de alta capacidad de síntesis de ADNc (Applied). La 
expresión génica de los diferentes genes fueron analizados utilizando la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) en tiempo real con el sistema de detección de secuencias Real-Time FAST PCR 7500 
(Life Technologies).  
Se realizó un estudio multiplex empleando cebadores de cada gen a estudiar y como control 
para normalizar los datos, se utilizó un cebador para el gen de la GAPDH. Todos los oligos y sondas 
fueron adquiridos en Applied Biosystems (Tabla 3).  Todas las medidas fueron realizadas por 
duplicado, utilizando H2O como control negativo. El número de copias se ARNm se calculó usando el 
programa incluido en el instrumental a partir del valor Ct (ciclo umbral). Los resultados se 
normalizaron con sus correspondientes valores de GAPDH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3. Relación de sondas empleadas en los experimentos de qPCR. 
 
 
 
 
 
 
Gen Sonda Gen Sonda 
CCL2/Mcp1 Mm00441242_m1 cxcl10/IP10 Mm00445235_m1 
CCL5/Rantes Mm01302428_m1 Havcr1/kim1 Mm00506686_m1 
IL6 Mm00446190_m1 Lcn2 Mm01324470_m1 
ICAM-1 Mm00516023_m1 SOX9 Mm00448840_m1 
Colágeno 1 Mm00483888_m1 GAPDH Mm99999915_g1 
Fn1 Mm01256744_m1 
PAI1/serpina Mm00435858_m1 
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5.- Estudios de expresión proteica. 
Las muestras de proteínas total de células tratadas o de tejido renal fueron extraídas  usando 
un tampón de lisis (50 mmol/l de Tris-HCl, 150 mol/l de NaCl, 2 mmol/l de EDTA, 2 mmol/l de EGTA, 
0,2% de Triton X-100, 0,3% de IGEPAL, 10 μl/ml de cocktail  inhibidor de proteinasas, 0,2 mmol/l de 
PMSF y 0,2 mmol/l de Ortovanadato). En el caso de necesitar extractos de proteínas específicos de 
núcleo y citosol se utilizó un kit de fraccionamiento nuclear y citosólico NE-PER (Pierce). Para 
determinar el contenido de proteína, se utilizó el método del ácido bicinconínico (BCA).  La cantidad 
de proteína cargada en cada carril fue de 20 a 100 μg por carril. Las proteínas extraídas fueron 
separadas en geles de SDS-poliacrilamida (8-12%) en condiciones reductoras. Una vez separadas en 
el gel, las proteínas fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Bio-Rad). 
Las membranas fueron bloqueadas durante una hora, para evitar uniones inespecíficas, utilizando 
leche desnatada en polvo (5 % en TBS-T), y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente (tabla 4) a 4 ºC durante toda la noche y en rotación constante. 
 
Tabla 4. Relación de anticuerpos usados en técnica de detección de proteínas western blot 
 
  Al día siguiente, se lavaron tres veces en TBS-T en ciclos de 10 min. Por último, las membranas 
fueron incubadas durante una hora con el anticuerpo secundario correspondiente (Amersham) 
(Tabla 5). 
 
 
Antígeno Dilución Referencia C. Comercial Antígeno Dilución Referencia C. Comercial 
N-Gal 1/250 Sc-50350 Santa Cruz p-Smad3 1:300 F3777 S. Aldrich 
p-p65 1:50 sc‐372 Santa Cruz Colágeno IV 1/5000 ab6586 abcam 
p-IKB-α 1/500 Sc-8404 Santa Cruz Histona H1 1/500 Sc-8030 Santa Cruz 
Il17A 1/250 ab9565 Abcam BRD4 1/2000 A301-985A Bethyl 
SOX9 1/500 AB5525 Millipore α-tubulina 1:5000 T5168 S. Aldrich 
Fibronectina 1/5000 A2033 Milipore Gapdh 1:5000 CB1001 Millipore 
Colageno I 1:5000 AB765P Millipore β-actina 
1/10.00
0 
A5441 S. Aldrich 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
54 
 
 
 
 
Tabla 5. Relación de anticuerpos secundarios que se utilizaron para la detección de proteínas por western blot 
 
Tras la incubación con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron 3 veces con TBS-
T en ciclos de 10 min. Las bandas de proteínas se detectaron por quimioluminiscencia usando el kit 
ECL (GE Healthcare) utilizando el sistema Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare). 
       5.1- ELISA 
La concentración la citoquina CCL2 en extractos de proteína total en el modelo de obstrucción 
unilateral del uréter, fue determinada mediante enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA) según 
protocolo específico de la casa comercial (BD OptEIA de BD Bioscience y DuoSet de R&D Systems) 
empleando una curva estándar de las citoquinas recombinantes y el sustrato TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina) para la detección colorimétrica. La absorbancia se midió en un lector de placas 
de ELISA, expresando los valores en pg/ml. La prueba de ELISA se desarrolló según el protocolo 
específico de la casa comercial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Secundario Dilucion Referencia C. Comercial 
Anti‐mouse HRP 1/5000 NA931V Amersham 
Anti‐rabbit HRP 1/5000 NA934V Amersham 
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6.- Inmunoprecipitación de cromatina (CHIP). 
      6.1.- Estudios CHIP in vitro. 
Esta técnica se realizó en células tubuloepiteliales humanas de la línea HK2. Primeramente, 
se añadió un cocktail de inhibidores de proteasas para luego fijar la unión de proteínas al ADN 
mediante formaldehído al 1% (Sigma-Aldrich). Después de un periodo de agitación, se añadió Glicina 
a una concentración de 0.125 M seguido por enfriamiento rápido. Los fragmentos de ADN de 500 a 
1000 pb de longitud se generaron por escisión de la cromatina en un Bioruptor (Diagenode). La 
cromatina procesada se incubó con anticuerpo BRD4 (Bethyl, A301-985A) o IgG de conejo normal 
(control negativo) (Upstate Biotecnologías Inc.) y se recuperó con proteína ADN A-agarosa / esperma 
de salmón (Upstate Biotecnologías Inc.). Después de la reversión, de la unión del anticuerpo y 
tratamiento con proteinasa K, se extrajo el ADN y se analizó mediante qPCR en tiempo real con 
cebadores específicos. El enriquecimiento relativo se calculó como el porcentaje de ADN de entrada 
para cada muestra, utilizando la fórmula: 
 
% INPUT = 2 exp [(Ct (UNBOUND) - log 2 (Unbound dilution factor)) -Ct (BOUND)] x 100 
 
INPUT: cromatina total que se introduce en la columna del experimento. 
BOUND: es la cromatina que se une con un anticuerpo determinado. 
UNBOUND: es la cromatina que no se unió al anticuerpo después de hacer el ChIP. 
 
       6.2.- Estudios CHIP in vivo. 
El ensayo de CHIP en muestras de riñón se llevaron a cabo utilizando el Kit ™ de alta celular # 
chip (Diagenode) siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando primers específicos. Los 
resultados se muestran como el enriquecimiento de n veces de anticuerpo anti-BRD4 más de un 
anticuerpo de control negativo (IgG de conejo normal). 
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7.- Arrays de expresión génica en perfiles humanos. 
El RNA total fue aislado usando el Micro Kit RNA queous (Ambion), conforme las 
especificaciones del fabricante. La calidad y la cantidad del RNA fue valorada usando un Bioanalizador 
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y un fluorometro Qubit 2.0 Assay (Invitrogen, 
Carlsbad, CA), respectivamente. El RNA fue hibridado con Ilumina Expresion Array HumanHT-12, 
versión 3. Los datos fueron analizados usando el software “R” del proyecto bioconductor 
(www.bioconductor.org) y Lumi. Los genes con un aumento de 1.5 y con una significancia de  P<0.05 
fueron considerados significativos de acuerdo con las especificaciones de Illumia. Para un análisis 
funcional de la expresión de los genes, usamos el DAVID Go Web–based tool. Los datos sin procesar 
fueron enviados a Omnibus con el número de acceso GSE71602. 
8.- Estudios de Silenciamiento génico. 
Silenciamiento en células HK2. 
Células de la línea HK2 fueron transfectadas con un silenciador específico para BRD4 humano 
a una concentración de 40 nM, de un SmartPool  de ARN pequeños de interferencia (siRNA) 
(Dharmacon EN-TARGETplus) usando el reactivo de transfección Dharma FECT 1 (Dharmacon). Como 
control, se utilizó un siRNA control no específico. Las células fueron incubadas en un medio libre de 
suero durante 48 h antes de la estimulación. La eficacia del silenciamiento de BRD4 fue validada por 
qPCR en tiempo real.  
Silenciamiento en células mesangiales K18. 
El silenciamiento génico en células mesangiales se realizó usando un siRNA específico contra 
SOX9, o un siRNA control (Ambion). Antes de la transfección el medio de crecimiento de las células 
(DMEM al 10% de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor), fue sustituido por medio OPTIMEM 
sin antibióticos ni aminoácidos esenciales. Las células subconfluentes se transfectaron durante 24 h 
con un silenciador específico para SOX9 (25 nM), usando el agente transfectante Lipofectamina 
RNAiMAX (Invitrogen) a una concentración de 50 nM. Algunas de las células solo fueron tratadas con 
el agente de transfección (Lipofectamin RNAiMAX) o con un silenciador control de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Tras 24 horas de transfección las células se incubaron con medio DMEM 
al 10% de FBS decomplementado durante 24h, seguido de 24h de incubación con en medio sin suero 
antes de los experimentos. 
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9.- El análisis estadístico. 
Los resultados se expresan mayoritariamente como la media ± el error estándar de la 
media (EEM). En el modelo de UUO, se compararon los riñones obstruidos vs los  riñones 
contralaterales para cada individuo. En el modelo de infusión de Ang II, se compararon los ratones 
control vs ratones infundidos sistémicamente con Ang II. En el caso del modelo de nefritis inmune 
por NTS, se compararon los ratones control vs los ratones tratados con el suero NTS. La media de los 
datos obtenidos de los riñones contralaterales o riñones no tratados, se tomaron como valores de 
referencia (control). Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney 
o la t de student. Se estableció un valor máximo de probabilidad del 0,05 para ser 
estadísticamente significativo. Estos análisis se realizaron con el software estadístico SPSS versión 
16.0 (Chicago, IL). 
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1.- Efecto de la inhibición de proteínas BET en la respuesta 
inflamatoria renal experimental. 
       1.1.- El inhibidor de proteínas BET, JQ1, modula la expresión de genes pro-
inflamatorios en células renales en cultivo. 
Con el fin de conocer si el inhibidor de proteínas BET, JQ1, era capaz de modular la respuesta 
inflamatoria en células renales, se realizaron estudios in vitro en células tubuloepiteliales humanas 
en cultivo (línea celular HK2). Para ello, las células fueron tratadas con TNF-α, una citoquina que 
regula diversos genes y que participa en el proceso inflamatorio en enfermedades renales tanto 
humanas como experimentales (118). En células HK2, la estimulación con TNF-α aumentó la 
expresión génica de factores pro-inflamatorios como CCL2, CCL5 e IL6 a tiempos cortos (entre 1 y 6 
horas). Por otro lado, la preincubación con el inhibidor de proteínas BET, JQ1 disminuyó la 
sobreexpresión de estos genes inducidos por TNF-α de forma dosis-dependiente (Figura 1). 
Figura 1. JQ1 regula la expresión de genes pro-inflamatorios en células renales en cultivo. Las células tubuloepiteliales 
humanas (línea celular HK2), se preincubaron con vehículo (DMSO) o con diferentes concentraciones del inhibidor de 
proteínas BET JQ1 (+) (100, 250 y 500 nM) o el control no activo  JQ1 (-) (500 nM) durante 1 hora, y a continuación las células 
fueron estimuladas con TNF-α (5 ng/ml) durante los tiempos indicados (entre 1 y 6 horas). Los niveles de expresión génica 
de CCL2, CCL5 e IL6 fueron analizados por qPCR en tiempo real. En las células tratadas con el vehículo, no hubo cambios en 
la expresión génica en comparación con las células no tratadas (considerados como control).  
JQ1 es un inhibidor de proteínas BET, en particular de BRD4. Por ello se quiso estudiar a que 
nivel (expresión de mensajero, expresión proteica o funcionalidad), JQ1 ejercía sus efectos sobre 
BRD4.  In vitro, tanto la expresión génica de BRD4 como sus niveles proteicos no se vieron alterados 
con el tratamiento con JQ1, lo que sugiere que la inhibición de las proteínas BET con JQ1, no afecta a 
los niveles proteicos ni a sus niveles de ARNm, sino a la funcionalidad de la proteína (Figura 2). 
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Figura 2. JQ1 no modificó los niveles de ARNm ni la expresión proteica de BRD4 en células renales en cultivo. Las células 
tubuloepiteliales (línea HK2), se preincubaron con el vehículo (DMSO), JQ1 (+) o el control no activo JQ1 (-) (ambos a 500 
nM) durante 1 hora, y después se estimularon con TNF-α (5 ng/ml) durante 3 horas A. Expresión génica de BRD4 que se 
determinó por qPCR en tiempo real.  B. Los niveles proteicos de BRD4 se evaluaron mediante técnicas de western blot. Los 
datos representan los resultados observados en dos experimentos independientes. Para la normalización se utilizó (A) 
GAPDH y (B) β-actina como control de carga, respectivamente.  
 
 Por último, quisimos estudiar si otros inhibidores de proteínas BET podrían tener efectos 
similares. Para ello, se evaluó el efecto del I-BET 762 sobre la expresión las citoquinas pro-
inflamatorias CCL2, CCL5 e IL6. El tratamiento con este inhibidor generó resultados muy similares a 
los obtenidos con JQ1 (Figura 3). 
Figura 3. El inhibidor de proteínas BET, I-BET 762, disminuye la expresión de genes pro-inflamatorios en las células renales 
en cultivo. Las células tubuloepiteliales renales (línea celular HK2), se preincubaron con el inhibidor de proteínas BET (I-BET 
762) a 500 nM durante 24 horas, y después se estimularon con TNF-α (5 ng/ml) durante 3 horas. La expresión génica se 
evaluó mediante qPCR en tiempo real. Los datos se expresan como media ± EEM de 3 experimentos independientes. * p 
<0,05 vs control (células tratadas con vehículo). # p <0,05 vs células tratadas con TNF-α. 
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              1.1.2- Vías de señalización implicadas en los efectos beneficiosos de JQ1 
en células tubuloepiteliales en cultivo.   
El siguiente objetivo fue investigar los efectos de JQ1 sobre diferentes rutas de señalización 
asociadas a la respuesta inflamatoria implicada en  la patología renal. Para evaluar los perfiles de 
expresión génica en un ambiente pro-inflamatorio in vitro, se realizó un chip de expresión genómica 
en células tubuloepiteliales renales estimuladas con TNF-α durante 3 horas. Un análisis  global de los 
resultados mostró que 210 sondas, correspondientes a 193 genes, fueron regulados por TNF-α. De 
estos genes regulados, 155 (73.8%, 139 genes) estaban aumentados y 55 (26.2%, 54 genes) estaban 
disminuidos. Entre los inducidos por TNF-α, 74 (35.2%, 62 genes) fueron inhibidos con el tratamiento 
con JQ1, mientras que 81 (38,6%, 77 genes) no se vieron afectados  (Figura 4). 
 
Figura 4. Representación de la disminución de genes regulados o no por JQ1 en presencia de TNF-α. Células 
tubuloepiteliales de la línea HK2, fueron estimuladas en presencia de TNF-α durante tres horas y pretratadas 1 hora con 
JQ1. En el diagrama se muestran los porcentajes de genes que están alterados en cada caso.  
El análisis funcional de vías de señalización reguladas por JQ1 mediante el programa DAVID, 
mostró que estaban regulados aquellos genes relacionados con la activación celular (CSF2, IL6, IL8, 
LTB, STAT5A), proliferación (SMAD3, CCND1, ICOSLG), apoptosis (BIRC3, BCl3, TNFSF10) y respuesta 
inmune (CCL2, CCL20, IL-7R) (Figura  5).  
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Por el contrario, la expresión de algunas quimioquinas (CXCL2), moléculas de adhesión (ICAM 
1) y genes asociados al sistema inmune (CD40) permanecieron sin cambios después del tratamiento 
con JQ1 (Figura 5).  
Figura 5. La inhibición de las proteínas BET regula la maquinaria transcripcional en células tubuloepiteliales renales en 
condiciones pro-inflamatorias. Células tubuloepiteliales humanas de la línea HK2, se estimularon con TNF-α (5 ng/ml) 
durante 3 horas en presencia de JQ1.  El resultado se analizó mediante array de expresión génica. En la gráfica se muestran 
los genes aumentados por TNF-α  que son inhibidos o no por JQ1. 
 
 Estos resultados fueron validados por qPCR en tiempo real, determinando la expresión del 
ARNm de algunos de estos genes. Así, se observó que JQ1 fue capaz de disminuir la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias (IL6, CCL2 y CCL5) y otros mediadores (CSF2, CCL-20 y LTB) inducidos por 
TNF-α, mientras que no fue capaz de regular genes como NF-B1a (Figura 6). 
Figura 6. JQ1 inhibe la expresión de algunos genes pro-inflamatorios en las células renales en cultivo. Células 
tubuloepiteliales se preincubaron con el inhibidor JQ1 a 500 nM durante 24 horas, y después se estimularon con TNF-α (5 
ng/ml) durante 3 horas. La expresión génica se evaluó mediante qPCR en tiempo real. Los datos se expresan como media ± 
EEM de 3 experimentos independientes. * p <0,05 vs control (células tratadas con vehículo). # p <0,05 vs células tratadas 
con TNF-α. 
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 Bibliografía previa relaciona BRD4 con procesos inflamatorios y fibróticos, así como con 
patologías como el cáncer y obesidad (119), (120). Para evaluar el papel de BRD4 en el proceso 
inflamatorio, se realizaron experimentos de silenciamiento génico de BRD4 en células HK2 
estimuladas con TNF-α. En estos experimentos se observó como las células estimuladas con TNF-α y 
que habían sido sometidas a un tratamiento para silenciar BRD4, presentaban una menor expresión 
de las citoquinas pro-inflamatorias CCL2, CCL5 e IL6, en comparación con las células incubadas 
únicamente con TNF-α (no transfectadas) o incubadas con TNF-α y en presencia de un silenciador control 
(Figura 7). 
Figura 7. El silenciamiento de BRD4 inhibe la activación de genes pro-inflamatorios inducida por TNF-α en células 
tubuloepiteliales renales. Las células fueron transfectadas con un silenciador control o con un silenciador específico de 
BRD4 (40 nM) durante 48 horas. A continuación, las células se trataron con TNF-α (5 ng/ml) durante 3 horas. La expresión 
génica de BRD4 y los genes pro-inflamatorios CCL2, CCL5 e IL6 se analizaron mediante qPCR en tiempo real. Los datos son 
representativos de cuatro experimentos independientes y los resultados se expresan como la media ± EEM de tres 
experimentos independientes. * p <0,05 vs las células control no transfectadas. # p <0,05 vs silenciador control no especifico 
de BRD4. 
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     1.2- La inhibición de las proteínas BET, modula la respuesta  inflamatoria en 
diferentes modelos experimentales de daño renal. 
             1.2.1- JQ1 disminuye la inflamación en un modelo de obstrucción unilateral del uréter 
(UUO). 
 El siguiente paso fue estudiar in vivo si la inhibición de las proteínas BET podría atenuar la 
inflamación renal, proceso clave en la patología renal. Para ello, se seleccionó un modelo de daño 
renal experimental con un marcado carácter inflamatorio, como es el modelo de obstrucción 
unilateral del uréter (UUO). En este modelo esa inflamación exacerbada que produce la ligación del 
uréter, se mantiene a lo largo del tiempo dando paso a una fibrosis progresiva (121), (122). Se realizó 
un  modelo de UUO en el que se administraron dos dosis diferentes de JQ1, 60 y 100 mg/kg/día, 
estudiando los efectos a 2 días, comenzando el tratamiento con JQ1 un día antes de la cirugia para 
ligar el uréter. Mediante técnicas de inmunohistoquímica se caracterizó el infiltrado inflamatorio, y 
se observó que en los riñones obstruidos a 2 días, existía una marcada presencia de macrófagos 
(células F4/80+), aumento que disminuyó significativamente en aquellos animales tratados con JQ1 
de forma dosis dependiente, siendo la dosis de 100 mg/kg/día la que generaba un efecto mas 
pronunciado  (Figura 8). 
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Figura 8. JQ1 reduce la inflamación en un modelo de daño renal experimental de obstrucción unilateral del uréter (UUO). 
Este modelo se llevó a cabo en ratones de la cepa C57BL/6 y se estudió después de 2 días. Algunos ratones se trataron con 
JQ1 (60 o 100 mg/kg/día, intraperitoneal) o vehículo (10% de hidroxipropil β-ciclodextrina), comenzando 24 horas antes de 
la obstrucción del uréter. En las secciones de riñón incluidas en parafina se evaluó la presencia de células inflamatorias 
usando anticuerpos contra macrófagos (F4/80+) (A), mostrándose también la cuantificación (B). Los datos se expresan como 
la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs los riñones obstruidos tratados con 
vehículo. 
  
Una vez confirmado en el modelo de 2 días que la dosis de 100 mg/kg/día de JQ1 producía 
un mayor efecto inhibitorio, quisimos estudiar que ocurría con el proceso inflamatorio a los 5 días. 
Mediante técnicas de inmunohistoquímica, caracterizamos la población inflamatoria infiltrante en el 
riñón, con marcajes específicos para diferentes tipos celulares inflamatorios como F4/80+ 
(macrófagos), mieloperoxidasa (neutrófilos) o CD3+ y CD4+ (linfocitos T).  Con esta técnica se pudo 
determinar un aumento de todos los tipos celulares previamente mencionados a los 5 días de 
obstrucción, y cómo este infiltrado disminuía significativamente en presencia de JQ1 (Figura 9). Estos 
resultados sugieren que la inhibición de las proteínas BET usando JQ1, juega un papel clave en la 
modulación de la respuesta inflamatoria renal desencadenada en el modelo de UUO. 
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Figura 9. JQ1 reduce la inflamación renal en un modelo experimental de obstrucción unilateral del uréter (UUO). El modelo 
se llevó a cabo en ratones C57BL/6 y se estudió después de 5 días. Algunos ratones se trataron con JQ1 (100 mg/kg/día, 
intraperitoneal) o vehículo (10% de hidroxipropil β-ciclodextrina), 24 horas antes de la obstrucción. En las secciones de 
riñones incluidos en parafina se evaluó la presencia de células inflamatorias usando diferentes marcajes según la población: 
F4/80+ (monocitos/macrófagos/células dendríticas), mieloperoxidasa (neutrófilos), CD3+ (linfocitos T) y CD4+ (linfocitos T 
helper) (A). En las imágenes se muestra un animal representativo de cada grupo (ampliación 200x). También se muestra la 
cuantificación en la gráfica de la inmunohistoquímica (B). Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por 
grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs los riñones obstruidos tratados con vehículo. 
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El reclutamiento de células inflamatorias en el riñón depende en parte de la síntesis local de 
mediadores pro-inflamatorios (123). Por ello, se analizó la expresión génica mediante qPCR en tiempo 
real de varios marcadores claves en el proceso inflamatorio como  CCL2, CCL5 e IL6. Tras este análisis 
se observó que el tratamiento preventivo de los ratones con JQ1 (100 y 60 mg/kg/día) mostró una 
disminución de la expresión de estos mediadores, comparados con los riñones obstruidos de los 
ratones no tratados tras la obstrucción del uréter, tanto a los 2 días (Figura 10A) como a los 5 días 
(Figura 10B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  10. JQ1 disminuye la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo de obstrucción unilateral del uréter 
(UUO). Se observó la expresión de CCL5, CCL2 e IL6 por qPCR en tiempo real, en un modelo de obstrucción unilateral del 
uréter, durante 5 (A) y 2 días (B) a una dosis de 100 y 60 mg/kg/día. Algunos ratones de la cepa C57BL/6 fueron tratados 
con JQ1, y otros únicamente con vehículo (10% dehidroxipropil β-ciclodextrina). Los datos se expresan como la media ± 
EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con vehículo. 
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Además en el modelo de obstrucción unilateral del uréter, se evaluó si este aumentó en la 
expresión génica de citoquinas pro-inflamatorias se reflejaba también a nivel proteico determinando 
los niveles de CCL2 mediante técnicas de ELISA. En este modelo se observó que los riñones obstruidos 
mostraban un aumento de los niveles proteicos de CCL2, aumento que fue revertido de forma 
significativa por el tratamiento de los ratones con JQ1 (Figura 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. La inhibición de proteínas BET, inhibe los niveles renales de CCL2 en un modelo UUO. Los niveles proteicos de 
CCL2 fueron evaluados por ELISA en extractos de proteína total. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales 
por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con vehículo. 
 
Al confirmar que existe una modulación por parte de JQ1 de la expresión de varios 
mediadores inflamatorios clásicos (CCL2, CCL5 e IL6), se estudió si este inhibidor de proteínas BET era 
capaz de modular otro tipo de citoquinas también de carácter inflamatorio. Se observó que JQ1 
también disminuyó la expresión de CXCL16, moléculas de adhesión como ICAM-1,   componentes de 
la vía de NF-B como NF-B1a, y citoquinas como CCL20, sobre la que JQ1 ejerció una inhibición 
mucho más marcada. (Figura 12). 
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Figura 12. JQ1 inhibe la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo de obstrucción unilateral del uréter 
(UUO). La expresión de estas citoquinas fue evaluada por qPCR en tiempo real. Los datos se expresan como la media ± EEM 
de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
 
             1.2.2.- JQ1 bloquea la unión de BRD4 a regiones promotoras de genes inflamatorios. 
Se ha descrito a BRD4 como una proteína necesaria para la formación del complejo 
transcripcional, ya que sirve de nexo entre la cromatina, y las diferentes proteínas y factores de 
transcripción que forman parte de la maquinaria transcripcional (95). Para determinar si el 
mecanismo anti-inflamatorio de JQ1 es debido a la unión directa de BRD4 a las regiones promotoras 
próximas a histonas acetiladas, se realizó un ensayo de inmunoprecipitación de cromatina con un 
anticuerpo anti-BRD4. Los resultados de estos experimentos, mostraron que en los riñones 
obstruidos, BRD4 estaba unido de forma significativamente mayor a los promotores de CCL2, CCL5 e 
IL6 que en los riñones contralaterales. Por otro lado, esta unión de BRD4 a las zonas promotoras de 
genes inflamatorios fue significativamente menor en los riñones obstruidos de los ratones tratados 
con JQ1 (Figura 13). 
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Figura 13. BRD4 se une a los promotores de genes pro-inflamatorios en un modelo de UUO. Se realizó un ensayo de chip 
en un modelo de obstrucción unilateral del uréter UUO. El enriquecimiento relativo de BRD4 a los promotores de CCL5, 
CCL2 e IL6, fue evaluado mediante qPCR en tiempo real. Los resultados se expresan como el enriquecimiento n veces del 
anticuerpo anti-BRD4 en relación con un anticuerpo de control negativo (IgG de conejo normal) y se normaliza frente al 
riñón contralateral (considerado como 1). Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 
vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con vehículo. 
 
Observando los resultados del ensayo de inmunoprecipitación de cromatina in vivo, quisimos 
corroborar estos resultados en experimentos in vitro. Para ello, se realizaron experimentos en células 
tubuloepiteliales estimuladas con TNF-α, y preincubadas con JQ1 o con su enantiomero sin actividad 
biológica JQ1 (-). Se observó que en presencia de un estímulo inflamatorio como TNF-α, BRD4 se 
encuentra unido a los promotores de CCL2, CCl5 e IL6, y que el inhibidor de proteínas BET,  JQ1 
bloqueó significativamente la unión de BRD4 a estos promotores, efecto que no se observó con el 
enantiomenro JQ (-) (Figura 14A). Estos resultados confirman lo observado en experimentos in vivo.  
Las proteínas BET reconocen residuos acetilados en histonas, facilitando el reclutamiento de la 
maquinaria de activación transcripcional (84), y ya que las acetilaciones en las lisinas de las histonas 
son claves para el reclutamiento de diferentes proteínas que van a dar lugar al complejo 
transcripcional, el siguiente objetivo fue estudiar cuál de las histonas acetiladas estaba más ligada a 
los promotores de CCL2, CCl5 e IL6. Mediante ensayos de inmunoprecipitación de cromatina 
utilizando anticuerpos frente a las histonas acetiladas H3 y H4, que forman parte del octamero del 
nucleosoma, se pudo observar que las regiones promotoras de estas citoquinas estaban más 
estrechamente unidas a las lisinas acetiladas de la histona H3 en comparación con la unión a la 
histona H4 acetilada. Esta unión de los promotores a las histonas acetiladas se vio inhibida en 
presencia de JQ1 y no se vio afectada con JQ1 (-) (Figura 14 B Y C). 
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Figura 14. JQ1 inhibe la unión directa de BRD4 a los promotores de CCL2, CCL5 e IL6 a través de histonas acetiladas en 
células tubuloepiteliales. Células de la línea HK2 fueron pretratadas con JQ1 (-) o JQ1 (+) (500 nM) durante 1 hora y 
posteriormente se estimularon con TNF-α (5 ng/ml) durante 3 horas. Se realizaron ensayos de chip con anticuerpos 
específicos contra (A) BRD4, (B) histona acetilada H3 (AcH3) y (C) histona acetilada H4 (ACH4). Se utilizó una IgG de conejo 
como control negativo. El enriquecimiento de las secuencias de ADN correspondiente a los promotores de los genes de  
CCL2, CCL5 e IL6 con BRD4, se midió mediante qPCR en tiempo real utilizando cebadores específicos. Los datos mostrados 
son de tres experimentos independientes, y cada qPCR se realizó por triplicado. Los resultados se representan como el 
enriquecimiento relativo de BRD4  a la zona del promotor específico en comparación con el control negativo (IgG). * p <0,05 
vs correspondiente IgG; # p <0,05 vs células tratadas con JQ1 (+).  
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             1.2.3.- JQ1 disminuye la inflamación renal en un modelo de nefritis inmune, producida 
por un suero anti anti-membrana basal glomerular murino (NTS). 
La administración de un suero nefrotoxico a los ratones, induce una nefritis inmune  que se 
genera debido a la producción de anticuerpos contra la membrana basal del glomérulo. Este suero 
promueve la pérdida de la integridad glomerular y con ello un daño progresivo en la barrera de 
filtración haciendo que este modelo sea comúnmente utilizado para estudiar los mecanismos de la  
glomérulonefritis crescente desarrollada en  humanos (124). Por ello, quisimos evaluar el efecto de 
la inhibicion de las proteinas BET en este modelo experimental de daño renal inmune. 
La administración del suero NTS a los ratones produjo un aumento del número de células 
infiltrantes (macrófagos) en el intersticio renal así como en el glomérulo; aumento que disminuyo 
significativamente en aquellos ratones que habían sido tratados preventivamente con JQ1  antes de 
la administración del suero (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. JQ1 disminuye la inflamación renal en un modelo de nefritis inmune producida por un suero nefrotóxico (NTS). 
La nefritis en ratones se indujo mediante la administración de un suero anti-membrana basal glomerular inyectado en el 
seno retro-orbital del ojo. Los efectos de suero NTS  en los ratones se estudiaron 10 días después de la inmunización. Los 
ratones fueron tratados o no con JQ1 (100 mg/kg/día) comenzando 24 horas antes de la primera inyección del suero. Los 
datos están expresados con una media ± EEM de 5 -7 animales por grupo. *p < 0.05 vs control; # p < 0.05 vs. NTS. 
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Observando que el infiltrado de macrófagos y monocitos estaba disminuido también en este 
modelo de nefritis inmune, quisimos evaluar la expresión génica de citoquinas pro-inflamatorias 
como CCL5, CCL2 e IL6, en los ratones tratados con JQ1. Pudimos observar que el perfil de expresión 
génica de estas citoquinas, era similar al observado en el modelo de obstrucción  unilateral del uréter, 
presentando un aumento en los ratones inyectados con el suero nefrotoxico, aumento que se veía 
significativamente disminuido con el tratamiento con JQ1.(Figura 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. JQ1 disminuye la inflamación renal en un modelo de nefritis inmune inducida por suero nefrotóxico (NTS). Los 
niveles de citoquinas pro-inflamatorias CCL2, CCL5 e IL6, fueron evaluados por qPCR en tiempo real. Los datos están 
expresados con una media ± EEM de 5 -7 animales por grupo. * p < 0.05 vs control; # p < 0.05 vs NTS. 
 
         1.2.3.- JQ1 disminuye la inflamación renal en el modelo de infusión de angiotensina II. 
El modelo de administración sistémica de Angiotensina II (Ang II) es un modelo de daño renal 
no inmune asociado a hipertensión (125). Por ello, se evaluó, tambien el efecto de JQ1 sobre este 
modelo que presenta una etiología diferente.  En primer lugar quisimos estudiar en este modelo el 
perfil de expresión de citoquinas pro-inflamatorias como CCL2, CCL5 e IL6. Pudimos observar que los 
ratones que fueron infundidos con Ang II, presentaban un aumento de la expresión renal de CCL2 e 
IL6 pero no de CCL5. Aumento que disminuyó claramente en aquello animales tratados con JQ1, 
siendo esta disminución estadísticamente significativa solo en el caso de CCL2 (Figura 17). 
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Figura 17. JQ1 disminuye la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo de infusión sistémica de Ang II. Los 
ratones fueron sometidos a una cirugía para implantarles de forma subcutánea una mini bomba osmótica que permite la 
infusión constante de Ang II. Tras el sacrificio se procesó el tejido para realizar técnicas de qPCR en tiempo real para evaluar 
los niveles de CCL2, CCL5 e IL6. Los datos están expresados con media ± EEM de 5 -7 animales por grupo. * p < 0.05 vs 
control; # p < 0.05 vs Ang II. 
 
La Ang II es un péptido cuya administración sistémica induce una respuesta inflamatoria renal 
temprana a los 3 días (126). Mediante técnicas de inmunohistoquímica  se observó que los riñones 
de los ratones infundidos con Ang II, presentaban una mayor población de macrófagos intersticiales 
comparados con los riñones de los animales control. El bloqueo de las proteínas BET produjo una  
disminución significativa de la presencia de macrófagos F 4/80+ en comparación con los ratones 
infundidos con Ang II. (Figura 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. JQ1 modula el infiltrado inflamatorio en un modelo de infusión de Ang II. La presencia de células inflamatorias 
F4/80+, fueron evaluados por técnicas de inmunohistoquímica, comparando el área teñida vs área total. Los datos están 
expresados con una media ± EEM de 5-7 animales por grupo. * p < 0.05 vs control; # p < 0.05 vs ratones infundidos con Ang II. 
 
RESULTADOS 
79 
 
 En resumen, los resultados obtenidos en tres modelos experimentales de daño renal de 
diferente etiología, muestran que la inhibición de las proteínas BET utilizando JQ1 disminuye la 
respuesta inflamatoria renal, al inhibir la expresión génica de mediadores pro-inflamatorios (CCL5, 
CCL2 e IL6),  a través del bloqueo de la unión de BRD4 a los promotores de dichos genes. 
2.- La inhibición de las proteínas BET bloquea la activación de la ruta 
de NF-κB en el daño renal experimental. 
 Con el fin de explicar los efectos anti-inflamatorios de JQ1, se estudió el posible papel de las 
proteínas BET en la ruta de señalización de NF-B, mecanismo molecular clave en el proceso 
inflamatorio en el riñón (19). Las proteínas BET, tienen la capacidad de unirse a residuos acetilados 
en otras proteínas tanto histonas como no histonas, y existe bibliografía previa que describe como 
BRD4 reconoce y se une a la lisina acetilada 310 de la subunidad p65/RelA de NF-B (127), (128). La 
activación de la vía clásica de NF-B consta de varios procesos.  El complejo NF-B permanece de 
forma inactiva en la célula, unido a la subunidad inhibitoria IkBα, siendo su dímero más abundante el 
formado por las subunidades p50 y p65/RelA. Uno de los primeros pasos en la activación de esta ruta, 
es la fosforilación de IkBα y de p65 (19). Ademas se ha descrito, que la fosforilacion en la Ser 536 de 
p65/RelA esta implicada en la regulación de la expresión de genes como CCL2 (129). En primer lugar, 
quisimos estudiar el efecto de la inhibición de las proteinas BET, en la activación de la ruta de NF-B 
en células tubuloepiteliales humanas en cultivo.  Estos experimentos in vitro mostraron como en 
presencia de TNF-α se inducia la fosforilación de IkBα y de RelA, fosforilación que no se veía 
modificada al bloquear las proteínas BET con JQ1 (Figura 19).  
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Figura 19. Efecto del tratamiento con JQ1 sobre la activación de la vía NF-B en células tubuloepiteliales humanas en 
cultivo. Las células se pretrataron con JQ1 a una concentración de 500 nM durante 1 hora y se estimularon con 5 ng/ml de 
TNF-α durante 20 min. La activación de NF-B se evaluó en extractos de proteína total por western blot, midiendo los 
cambios en los niveles de fosforilación de IkBα (p-IkBα) y los niveles de fosforilación de la subunidad p65 de NF-B (p-p65). 
Como control de carga se utilizó GAPDH. También se muestra la cuantificación del western blot realizado mediante el 
programa Quantity One. En los datos se muestran la media ± EEM de tres experimentos independientes. * p <0,05 vs control; 
# p <0,05 vs TNF-α. 
En los estudios realizados en extractos nucleares, pudimos observar como en las células 
tratadas con JQ1 los niveles nucleares de RelA estaban disminuidos significativamente respecto a las 
células estimuladas  con  TNF-α. Estos resultados sugirieron que es en el núcleo, donde JQ1 ejerce sus 
funciones inhibitorias sobre la vía de activación de NF-B (Figura 20). 
Figura 20. JQ1 produce una disminución de los niveles de p65/RelA nuclear en un ambiente pro-inflamatorio en células 
tubuloepiteliales humanas en cultivo. Las células se pretrataron con JQ1 a una concentración de 500 nM durante 1 hora y 
se estimularon con 5 ng/ml de TNF-α durante 20 min. En la figura  se muestran los niveles nucleares de p65 que se evaluaron 
por  western blot y fueron normalizados con los niveles de histona H1. En los datos se muestran la media y EEM de tres 
experimentos independientes. * P <0,05 vs control; #p <0,05 vs TNF-α. 
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Trabajos previos, entre los que se encuentran los de nuestro grupo, muestran que en el 
bloqueo de la activación de la vía de NF-B en modelos de daño renal experimental, produce una 
disminución del infiltrado inflamatorio en el riñón así como la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias clásicas como CCL5, CCL2 e IL6. (125).  Tras observar como JQ1 era capaz de modular el 
proceso inflamatorio en tres modelos diferentes de daño renal, quisimos analizar si esto podía estar 
relacionado con una regulación de la vía de NF-B.  En todos los modelo estudiados, se observó un 
aumento de la traslocación nuclear de RelA, aumento  que  disminuyó significativamente con el 
tratamiento con JQ1. (Figura 21 A, B y C). 
Figura 21. JQ1 disminuye los niveles de p65/RelA en el núcleo en tres modelos de daño renal diferentes. Los niveles de 
p65 fueron evaluados en extractos nucleares de tres modelos experimentales de daño renal, y analizados por técnicas de 
western blot. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-7 animales por grupo. * P <0,05 vs contralateral vs NTS vs 
Ang II; # p <0,05 vs los riñones obstruidos tratados con JQ1 vs NTS + JQ1 vs Ang II + JQ1. 
 
Estos datos sugieren que la inhibición de las proteínas BET mediante JQ1, produce una 
disminución de los niveles nucleares de p65/RelA bloqueando la activación de la ruta de NF-B y esto 
conlleva a una regulación del proceso inflamatorio asociado al daño renal experimental.  
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3.- JQ1 inhibe la respuesta inflamatoria Th17 en la inflamación renal 
experimental. 
Existen evidencias que sugieren que la respuesta inmune Th17, y su citoquina efectora IL-
17A, contribuyen a la patogénesis de la enfermedad renal (130), (131), (132). Se ha descrito que las 
proteínas BET juegan un papel clave en la diferenciación de linfocitos Th17 (133). Por todo esto, se 
quiso observar como influía el tratamiento con JQ1 sobre la respuesta inmune Th17 en diferentes 
modelos de daño renal experimental.  
En el modelo UUO mediante western blot se observó como el bloqueo de la acción de las 
proteínas BET utilizando JQ1, disminuía los niveles renales de IL-17A en los riñones obstruidos, 
comparados con los riñones no tratados con JQ1 (Figura 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Los niveles proteicos de IL-17A están modulados por JQ1 en un modelo UUO. Los niveles de IL-17A fueron 
analizados por western blot, con un anticuerpo específico contra IL-17A en un modelo de obstrucción unilateral del uréter. 
Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones 
obstruidos tratados con JQ1. 
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De la misma manera, quisimos evaluar los niveles renales de ARNm de IL-17A. Observamos 
que el tratamiento de los riñones con JQ1, indujo una marcada inhibición de la expresión génica de 
IL-17A en los riñones obstruidos (Figura 23). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. JQ1 modula la expresión génica de IL-17A en un modelo UUO. Los niveles de IL-17A fueron estudiados por qPCR 
en tiempo real en un modelo de obstrucción unilateral del uréter. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 
animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
 
Por otro lado se estudió  la expresión de IL-17A a nivel tisular en los diferentes modelos de 
daño renal. En primer lugar se quiso evaluar, mediante técnicas de inmunohistoquímica, la presencia 
de IL-17A tanto en el modelo de UUO  como en el modelo de nefritis inmune, y se observó como la 
expresión de esta citoquina se localizó en ciertas zonas del intersticio renal aunque casi en su 
totalidad, en la región glomerular. El tratamiento de los ratones con JQ1 produjo una disminución 
significativa de la expresión de IL-17A en los riñones dañados de ambos modelos en comparación con 
los riñones control (Figura 24). 
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Figura 24. El bloqueo de las proteínas BET disminuye la presencia de IL17A tanto en un modelo de nefritis inmune (NTS) 
como en un modelo UUO. Los niveles de IL-17A se estudiaron por técnicas de inmunohistoquímica usando un anticuerpo 
específico contra IL-17A mostrando en la imagen una foto representativa de cada grupo de los dos diferentes modelos. 
 
Los linfocitos Th17 son los principales productores de IL-17A, no obstante existen otros tipos 
celulares capaces de producir esta citoquina, como linfocitos T citotóxicos (CD8+), linfocitos  CD3+, 
linfocitos γδ, células NK, neutrófilos y células vasculares y tubuloepiteliales (134). Para observar que 
tipo de células secretaban IL-17A a nivel tisular, se determinó la presencia de linfocitos CD4+ y 
linfocitos T γδ así como su colocalización con la expresión de esta citoquina. (Figura 25). 
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Figura 25. Localización de células productoras de IL-17A en riñones dañados. La imagen muestra una inmunolocalización 
de células productoras de IL-17A (rojo) en riñones obstruidos  tratados con JQ1. Las células inmunes fueron caracterizadas 
con un anticuerpo frente a linfocitos CD4 o γδ. La doble inmunotinción of CD4+/IL-17A+ (células Th 17) o  γδ/IL-17A+ se 
muestran con las flechas amarillas. Los núcleos están teñidos  con DAPI (azul). La figura muestra una foto representativa de 
cada grupo por microscopia confocal. 
 
Estos resultados sugieren que la inhibición de las proteínas BET, suprime la respuesta inmune 
Th17 asociada al daño renal experimental, tanto inmune como no inmune, mostrando un mecanismo 
adicional de sus efectos anti-inflamatorios.  
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4.- La inhibición de proteínas BET disminuye la fibrosis renal. 
El proceso fibrótico es consecuencia de un daño que se cronifica en el tiempo. Esta fibrósis 
viene acompañada de un deposito de diferentes componentes de la matriz extracelular, como son  
Fibronectina o Colágeno tipo I, III o IV (51). El proceso fibrotico, es clave en la progresion de la 
enfermedad renal cronica, y por ello quisimos valorar el efecto del bloqueo de las proteinas BET con 
JQ1, sobre la fibrosis tanto in vivo como in vitro. 
        4.1- El bloqueo de las proteínas BET disminuye la fibrosis en un modelo de 
nefritis inmune producido por un suero anti-membrana basal glomerular (NTS). 
 Una de las características más importantes del modelo de nefritis inmune producida por un 
suero anti-membrana basal glomerular (NTS), es la presencia de un marcado daño a nivel glomerular. 
Por ello, quisimos ver como afectaba, la inhibición de las proteínas BET, a las lesiones glomerulares. 
Se pudo observar, utilizando la tinción Tricrómica de Masson (Figura 26A), que tanto la necrosis 
fibrinoide como la proliferación extracapilar, dos parámetros que nos muestran el estado del 
glomérulo, estaban aumentados de manera significativa en los riñones de los ratones inyectados con 
el suero NTS. Estos parámetros se vieron disminuidos en los riñones de los ratones tratados con JQ1 
(Figura 26B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. JQ1 disminuye el daño renal glomerular y los depósitos de matriz extracelular en un modelo de nefritis inmune. 
La nefritis en ratones se indujo mediante la administración de un suero anti-membrana basal glomerular inyectado a través 
del seno retro-orbital del ojo. Los efectos del suero NTS en los ratones se estudiaron 10 días después de la inmunización. 
Los ratones fueron tratados o no con JQ1 (100 mg/kg/día) comenzando 24 horas antes de la primera inyección de NTS. Se 
midió la necrosis fibrinoide y la proliferación extracapilar  y los depósitos de matriz extracelular se valoraron por una tinción 
tricrómica de Masson (A y B). Los datos están expresados como media ± EEM de 5-7 animales por grupo. *p <0.05 vs control; 
# p <0.05 vs. NTS.  
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El modelo de nefritis inmune mediado por un suero NTS, se caracteriza por daño glomerular 
asociado a expansión de la matriz mesangial (135). El Colágeno IV es el componente más importante 
de la membrana basal del glomérulo, y por ello quisimos evaluar su modulación en este modelo de 
daño renal. En primer lugar se estudió mediante  qPCR en tiempo real, la expresión génica del pro-
Colágeno IV en los riñones inyectados con el suero NTS, y se observó que existe un aumento en los 
niveles de ARNm, que disminuían al bloquear la función de las proteínas BET utilizando JQ1 (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. El bloqueo de las proteínas BET disminuye la expresión génica del pro-Colágeno tipo IV en el riñón. Los niveles 
de ARNm se evaluaron por técnicas de qPCR en tiempo real. Los datos están expresados como la media ± EEM de 5-7 
animales por grupo. *p < 0.05 vs control; # p <0.05 vs NTS. 
Posteriormente, se evaluaron los niveles proteicos renales de Colágeno IV. Mediante técnicas 
de western blot, utilizando un anticuerpo específico para Colágeno IV, se observó que los ratones 
inyectados con el suero NTS, presentaban mayores niveles de Colágeno VI con respecto a los ratones 
control. Estos niveles de Colágeno IV, disminuían significativamente con el tratamiento con JQ1 
(Figura 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. El tratamiento con JQ1 disminuye los niveles proteicos de Colágeno IV en el riñón. Los niveles de Colágeno tipo 
IV se evaluaron por Western Blot. Los datos están expresados como la media  ± EEM de 5-7 animales por grupo. *p <0.05 
vs control; # p <0.05 vs NTS. 
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Por último, se determinaron los niveles de Colágeno IV mediante técnicas de 
inmunohistoquímica en secciones de parafina. En los riñones dañados por el suero NTS, existía un 
mayor acumulo a nivel glomerular de Colágeno IV, que estaba disminuido en los ratones tratados con 
JQ1 (Figura 29). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. El tratamiento con JQ1 disminuye los niveles proteicos de Colágeno IV en el riñón. Los niveles de Colágeno tipo 
IV se evaluaron por técnicas de inmunohistoquímica. Los datos están expresados como la media ± EEM de 5 -7 animales por 
grupo. *p<0.05 vs control; #p<0.05 vs NTS. 
 
      4.2- El tratamiento con JQ1 inhibe el proceso fibrótico en un modelo de 
obstrucción unilateral del uréter. 
A continuación evaluamos el efecto de la inhibición de las proteínas BET en la fibrosis renal 
en un modelo UUO. En primer lugar, se realizaron experimentos de western blot para medir los 
niveles de Colágeno I y Fibronectina. En estos experimentos se pudo observar un aumento en la 
síntesis de estos dos componentes de la matriz extracelular, y como en los riñones obstruidos de los 
ratones tratados con JQ1, estos niveles estaban disminuidos significativamente (Figura 30). 
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Figura 30. La inhibición de las proteínas BET disminuye los niveles de Fibronectina Y Colágeno tipo I en un modelo UUO. 
Los niveles proteicos de Fibronectina y Colágeno tipo I, fueron determinados por técnicas de Western Blot, mediante 
anticuerpos específicos de cada proteína. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. *p <0,05 
vs contralateral; #p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
Por técnicas de qPCR en tiempo real, se quisieron estudiar también, los niveles de mediadores 
pro-fibróticos como PAI1 o TGF-β, así como componentes de matriz como Fibronectina. En estos 
estudios de qPCR se observó como en los riñones dañados existía un aumento de la expresión génica 
de estos marcadores, y como el bloqueo de las proteínas BET con JQ1 produjo una disminución 
significativa de la expresión de estos mediadores (Figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. La inhibición de la función de las proteínas BET disminuye la expresión génica de marcadores fibróticos en un 
modelo UUO. Los niveles de Fibronectina, PAI 1 y TGF-β, fueron evaluados por técnicas de qPCR en tiempo real. Los datos 
se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; #p <0,05 vs riñones obstruidos 
tratados con JQ1. 
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         4.3- El bloqueo de las proteínas BET regula SOX9 en diferentes modelos de 
daño renal. 
Una de las características principales en el desarrollo de la fibrosis es la acumulación excesiva 
e inapropiada de matriz extracelular (52). Para entender mejor los mecanismos moleculares 
implicados en el proceso de síntesis de matriz y el papel que desempeñan las proteínas BET en la 
fibrosis, quisimos estudiar diferentes rutas de señalización. La proteína implicada en la determinación 
del sexo Y box 9 (SOX9), es una proteína  involucrada en el desarrollo de diferentes órganos como el 
riñón (136), (137). Bennet y colaboradores en un estudio de expresión génica mediante microarrays, 
mostró una  elevada expresión de SOX9 en glomérulos enfermos (138). Por otro lado, estudios en 
células mesangiales han mostrado como SOX9 se regula en presencia de TGF-β1 para activar la 
transcripción de Colágeno IVa2 (66). Debido a estos antecedentes, quisimos estudiar el papel que 
juega SOX9 en el proceso fibrótico asociado a la patología renal y su relación con las proteínas BET. 
En primer lugar se evaluaron los niveles de SOX9 en el modelo de nefritis inmune de 10 días, y se 
observó que tanto los niveles de ARNm (Figura 32A), como los niveles nucleares de SOX9 (Figura 32B)  
estaban aumentados de forma significativa, y como el bloqueo de las funciones de las proteínas BET 
mediante JQ1 disminuyó a niveles basales los niveles de SOX9.  
Figura 32. El tratamiento con JQ1  inhibe la expresión y los niveles nucleares de SOX9 en un modelo de nefritis inmune. 
Los niveles de SOX9 fueron evaluados por qPCR en tiempo real (A), y mediante técnica de western blot en extractos 
nucleares (B) del modelo de nefritis inmune por NTS. Los datos están expresados como la media ± EEM de 5-7 animales por 
grupo. *p<0.05 vs control; # p<0.05 vs NTS. 
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SOX9 es un factor de transcripción que ejerce sus funciones principales en el núcleo de la 
célula. En extractos nucleares de los riñones dañados del modelo de nefritis inmune NTS, observamos 
una disminución de los niveles de SOX9. Debido a esto quisimos evaluar la expresión y localización de 
SOX9 cuando se produce un daño glomerular en el riñón y cómo influye la inhibición de las proteínas 
BET en su localización y su capacidad para regular la síntesis de componentes de matriz extracelular. 
Para ello, se realizó un doble marcaje fluorescente para SOX9 y Colágeno IV. En este estudio, se 
observó que cuando existe un daño de marcado carácter glomerular, SOX9 se trasloca al núcleo de 
las células del glomérulo y estas células a su vez presentan un aumento de la síntesis de Colágeno IV 
(colocalización). La inhibición de las proteínas BET con JQ1, produjo una disminución de la presencia 
nuclear de SOX9 así como una disminución de la expresión de Colágeno IV en esas mismas células. 
(Figura 33). 
Figura 33. JQ1 inhibe la translocación al núcleo de SOX9 en un modelo de nefritis inmune NTS. Para evaluar los niveles 
nucleares de SOX9 se realizó una técnica de doble tinción de inmunofluorescencia de SOX9 y Colágeno IV con dos 
anticuerpos secundarios fluorescentes diferentes, Alexa 688 y Alexa 488 respectivamente. Los datos están expresados como 
la media ± EEM de 5 -7 animales por grupo. *p <0.05 vs control; #p <0.05 vs NTS. 
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Estos resultados sugieren que SOX9 está regulando el proceso fibrótico en un modelo de 
nefritis inmune por NTS. Por ello quisimos estudiar el papel de este factor de transcripción  en un 
modelo de obstrucción unilateral del uréter. Para ello, mediante  técnicas de western blot analizamos 
la expresión proteica nuclear de SOX9 en este modelo. Observamos, que los niveles de SOX9, estaban 
claramente aumentados en los riñones obstruidos. Este aumento se vio disminuido 
significativamente en aquellos  ratones que fueron tratados con JQ1 (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. La inhibición de las proteínas BET produce una disminución en los niveles de SOX9 nuclear en un modelo UUO. 
Los niveles proteicos de SOX9 fueron evaluados por western blot. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 
animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
 
Mediante técnicas de inmunofluorescencia, se observó, que en los riñones dañados, SOX9 
tenía una marcada localización nuclear específica de las células tubuloepiteliales,  expresión que 
colocaliza con la expresión de α-actina, que es un componente característico de la matriz extracelular. 
El tratamiento con JQ1, inhibiendo las proteínas BET produjo una disminución de la translocación de 
SOX9 al núcleo (Figura 35). 
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Figura 35. El bloqueo de las proteínas BET produce una inhibición de la translocación al núcleo de SOX9 en un modelo 
UUO. La localización nuclear de SOX9 y su relación con la síntesis de matriz extracelular fue evaluada por técnicas de 
inmunofluorescencia. Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # 
p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
 
      4.4- El bloqueo de las proteínas BET produce una inhibición de la fibrosis en 
células en cultivo. 
Los resultados obtenidos in vivo, muestran que al inhibir la función de las proteínas BET, se 
produce una disminución de la fibrosis en diferentes modelos de daño renal experimental. Por ello 
quisimos corroborar estos resultados en experimentos in vitro en diferentes líneas celulares en 
cultivo como la línea de células mesangiales humanas K18 o las líneas de fibroblastos NIH3T3 o TFBs.  
Con este análisis en células en cultivo, se quiso estudiar la importancia de las proteínas BET en la 
síntesis y la expresión génica de proteínas de matriz, así como el papel que juega SOX9 en su 
expresión. En células mesangiales, se analizó cómo su estimulación con el factor profibrótico TGF-β 
produjo un aumento de la expresión génica de las proteínas de matriz, Colágeno I y Fibronectina, así 
como de la liberación al medio extracelular de Fibronectina.  
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La preincubación de las células con JQ1 disminuyó a niveles basales la expresión del ARNm 
de estas dos proteínas así como de los niveles proteicos solubles de Fibronectina (Figura 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. La presencia de JQ1 inhibe la expresión de Fibronectina y Colágeno I en células mesangiales en cultivo. Los niveles de 
Fibronectina y Colágeno I fueron evaluados tanto por qPCR en tiempo real como por western blot. Los datos se expresan como media ± 
EEM de 3 experimentos independientes. * p <0,05 vs  control. # p <0,05 vs células tratadas con TGF-β. 
Los fibroblastos son células clave en el proceso fibrótico, por ello se quiso estudiar tanto  en 
la línea de fibroblastos embrionarios NIH3T3 como en fibroblastos renales (TFBs), el efecto que 
tendría el bloqueo de las proteínas BET en la secreción de componentes de matriz extracelular. En 
estos estudios se observó como las células estimuladas con TGF-β durante 48 horas aumentaron 
significativamente los niveles proteicos de Fibronectina y Colágeno I. Los niveles proteicos de estas 
proteínas de matriz se vieron significativamente disminuidos en las células que habían sido tratadas 
previamente con el inhibidor de proteínas BET, JQ1 (Figura 37 A y B). 
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Figura 37. El tratamiento con  JQ1 inhibe la expresión de Fibronectina y Colágeno Tipo I  inducida por TGF-β en fibroblastos  
murinos tanto embrionarios (NIH3T3) como renales (TFBs). Las células se pretrataron con JQ1 a una concentración de 5 
μM durante 1 hora y se estimularon con 10 ng/ml de TGF-β durante 48 horas. Los niveles proteicos de Fibronectina y 
Colágeno Tipo I fueron evaluados por técnicas de western Blot en fibroblastos renales TFBs (A) y en fibroblastos 
embrionarios NIH3T3 (B). Los datos se expresan como media ± EEM de 3 experimentos independientes. * p <0,05 vs control 
# p <0,05 vs células tratadas con TGF-β. 
 
Posteriormente quisimos medir los niveles de Colágeno IV, en células mesangiales humanas 
de la línea K18 para analizar como afectaba el bloqueo de las proteínas BET así como el  silenciamiento 
génico de SOX9, a la síntesis de componentes de matriz en células glomerulares. Se observó que  
tanto el bloqueo farmacológico de las proteínas BET con JQ1 (Figura 38 A), como el silenciamiento 
génico de SOX9 (Figura 38 B), consiguió inhibir la fibrosis disminuyendo la síntesis de Colágeno IV. 
Figura 38. El tratamiento con  JQ1 así como el silenciamiento génico de SOX9 inhiben la expresión de Colágeno VI en 
células mesangiales humanas K18. Los niveles proteicos de Colágeno VI fueron evaluados por técnicas de western blot. Los 
datos se expresan como media ± EEM de 3 experimentos independientes. * p <0,05 vs control # p <0,05 vs células tratadas 
con TGF-β. 
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Los resultados obtenidos en el modelo de obstrucción unilateral del uréter (UUO), así como 
en el modelo de nefritis inmune por suero nefrotóxico NTS, demuestran que la presencia de SOX9 en 
el núcleo celular (activación de SOX9) colocaliza con las zonas donde se sintetizan componentes de 
matriz como Colágeno IV o α-actina, y que JQ1 está inhibiendo su translocación al núcleo donde 
ejerce sus funciones. Debido a estos resultados en los modelos de daño renal quisimos corroborar si 
estos resultados se podrían extrapolar a estudios en células en cultivo. Por ello  estimulamos células 
mesangiales de la cepa K18, con TGF-β durante 48 horas y observamos como TGF-β produjo un 
aumento de la translocación al núcleo de SOX9, y que la inhibición de la función de las proteínas BET 
con JQ1, generó una disminución de la localización nuclear de SOX9, impidiendo así que ejerza su 
función (Figura 39). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. El bloqueo de las proteínas BET produce una inhibición de la translocación al núcleo de SOX9 en células 
mesangiales humanas. Las células se pretrataron con JQ1 a una concentración de 5 uM durante 1 hora y se estimularon 
con 10 ng/ml de TGF-β durante 48 horas. La localización nuclear de SOX9  se evaluó por técnicas de inmunofluorescencia 
usando un anticuerpo Alexa 688. Los datos se expresan como la media ± EEM de tres experimentos indepedientes. * p <0,05 
vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con JQ1. 
 
La activación de la vía de señalización de TGF-β regula diversas funciones celulares, incluidas 
la proliferación, la apoptosis, la diferenciación y la inflamación (139), (140). Muchos estudios 
adjudican un papel clave a TGF-β en la patogénesis de la fibrosis renal (141).  
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Se ha descrito que TGF-β1 ejerce su actividad profibrótica a través de la estimulación de la 
proliferación de fibroblastos, la síntesis de matriz extracelular (por ejemplo, Colágeno tipos I, III y IV, 
proteoglicanos, laminina y Fibronectina) y la transición epitelio-mesénquima (EMT).  La activación de 
la ruta de TGF-β y la activación de las proteínas SMAD2 y SMAD3 en la fibrosis se han estudiado tanto 
en modelos humanos como animales de enfermedad renal crónica (142). Por ello quisimos estudiar 
si los inhibidores de proteínas BET como JQ1 eran capaces de modular la activación de la vía de 
señalización de las proteínas SMAD. En células mesangiales humanas. La estimulación durante 24 
horas con TGF-β indujo la fosforilación de SMAD3 de forma significativa, fosforilación que fue 
disminuida a niveles basales en las células q habían sido preincubadas con JQ1 (Figura 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. La inhibición de las proteínas BET produce una disminución de los niveles de p-SMAD3 en células mesangiales 
en cultivo. Las células se pretrataron con JQ1 a una concentración de 5 uM durante 1 hora y se estimularon con 10 ng/ml 
de TGF-β durante 24 horas Los niveles proteicos de p-SMAD3 fueron evaluados por técnicas de western blot. Los datos se 
expresan como media ± EEM de 3 experimentos independientes. * P <0,05 vs control # p <0,05 vs células tratadas con TGF-β. 
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5.- La inhibición de proteínas BET mejora la función renal en 
diferentes modelos de daño renal. 
 Una de los problemas más graves en la enfermedad renal crónica, es la perdida de la función 
renal. En esta tesis se quiso estudiar si el bloqueo de las proteínas BET, podría evitar la pérdida de 
función renal contribuyendo a ralentizar los efectos deletéreos de la patología que pueden 
desembocar en un fallo renal terminal. El modelo de nefritis inmune por la administración de un suero 
anti-membrana basal glomerular NTS se caracteriza por una pérdida de función renal a los 10 días 
incluyendo la creatinina sérica y la aparición de proteinuria en orina (143). Para determinar la funcion 
renal se midieron parametros clasicos en suero y orina (Figura 41 A y B).  Se observó como el 
tratamiento con JQ1, produjo una disminución tanto de creatinina en suero como del ratio 
albumina/creatinina en orina. Si bien es cierto que solo en el caso de los niveles de creatinina en 
suero experimenta una bajada significativa, en el caso de la albumina/creatinina en orina muestra 
una tendencia a recuperar los niveles normales. 
Figura 41. El tratamiento con JQ1 mejora la función renal en un modelo de nefritis inmune causada por un suero  NTS. En 
la gráfica se muestra los niveles de creatinina en suero (A) y el ratio de albumina frente a creatinina en orina (B). Los datos 
están expresados con una media ± EEM de 5-7 animales por grupo. * p<0.05 vs control; # p<0.05 vs NTS. 
 
En el daño renal producido por un suero NTS, la expresión génica de dos marcadores de daño 
renal como son N-Gal y Kim1 también estaban aumentados. El tratamiento con JQ1 produjo una 
disminución significativa en la expresión del ARNm de estos dos marcadores (Figura 42).  
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Figura 42. El bloqueo de las proteínas BET disminuye la expresión de Kim1 y N-Gal en un modelo de nefritis inmune por 
NTS. La expresión de los biomarcadores de daño renal Kim1 y N-Gal, fueron evaluados por qPCR en tiempo real. Los datos 
están expresados con una media ± EEM de 5-7 animales por grupo. * p<0.05 vs control; # p<0.05 vs NTS. 
 
Observamos tambien un descenso del marcador WT1+, el cual corresponde a una proteina de 
union al ADN, y es importante durante la formación del tracto urogenital, especialmente en el epitelio 
que dará origen a los podocitos (144). Pudimos corroborrar que el bloqueo de las proteinas BET, 
normaliza los niveles de  células WT1+ positivas hasta valores controles  (Figura 43). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. El tratamiento con JQ1 disminuye el daño podocitario en un modelo de nefritis inmune por NTS. El marcador 
WT1+, fue evaluado por técnicas de inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo específico para esta proteína. Los datos 
están expresados con una media ± EEM de 5-7 animales por grupo. *p <0.05 vs control; # p <0.05 vs NTS. 
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Al observar que tanto N-Gal como Kim1, estaban aumentados en el modelo de daño 
producido por un suero NTS, se decidió observar estos mismos marcadores en el modelo de UUO. 
Por pruebas de qPCR en tiempo real, se estudió los niveles de expresión génica de estos dos 
marcadores, y pudimos observar que en los riñones obstruidos, su expresión estaba 
significativamente aumentada, y el bloqueo de las proteínas BET, produjo una disminución de ambos 
marcadores en los riñones dañados. Pudimos observar también como el bloqueo de las proteínas 
BET, ejerce un efectos dosis dependientes sobre la función renal. Se estudió los niveles de N-Gal, a 
60 y a 100 mg/kg/día, siento la dosis de 100, la que produjo una inhibición significativa de la expresión 
a nivel de ARNm de N-Gal (Figura 44).  
Figura 44. JQ1 reduce el daño renal en un modelo experimental de obstrucción unilateral del ureter. Este modelo UUO se 
realizó en ratones de la cepa C57BL/6 y se estudió después de 5 y 2 días. Algunos ratones se trataron con JQ1 (100  
mg/kg/día) (A) y (10 o 60 mg/kg/día) (B) o vehículo (10% de hidroxipropil β-ciclodextrina), comenzando 24 horas antes de 
la obstrucción. Los niveles de ARNm de N-gal y Kim1  fueron evaluados por qPCR  en tiempo real. Los datos se expresan 
como la media ± EEM de 6-8 animales por grupo. * p <0,05 vs contralateral; # p <0,05 vs riñones obstruidos tratados con 
vehículo. 
 
 
Para valorar la función renal en el modelo de Ang II, quisimos medir la presencia de creatinina 
en suero de los ratones a los que se les había sometido a una operación para colocarles la bomba de 
infusión de Ang II. En ratones inducidos con Ang II no hubo cambios en la función en los niveles de 
creatinina en suero, en los ratones que fueron tratados con JQ1 (Figura 45). 
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Figura 45. Evaluación de la función renal en un 
modelo de infusión de Ang II. Se muestran los datos 
de los niveles de creatinina sérica. Los datos están 
expresados con una media ± EEM de 5-7 animales por 
grupo *p <0.05 vs control; #p <0.05 vs ratones 
infundidos con Ang II. 
 
 
A demás, estudiamos los niveles de N-Gal en el modelo de infusión de Ang II, para valorar la 
función renal en este modelo de daño experimental. Mediante western blot, pudimos observar, como 
los niveles proteicos están aumentados en los riñones de los ratones infundidos con Ang II, y que el 
tratamiento con JQ1, disminuye significativamente su expresión (Figura 46). 
Figura 46. En un modelo de Angiotensina II, JQ1, disminuye los niveles de N-Gal. Los niveles de N-Gal fueron evaluados 
tanto como por qPCR en tiempo real (A), como por western blot (B). Los datos están expresados con una media ± EEM de 
5-7 animales por grupo. * p<0.05 vs control; # p<0.05 vs ratones infundidos con Ang II. 
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DISCUSIÓN 
La inhibición de las proteínas BET inhibe la respuesta inflamatoria renal al regular la expresión de 
mediadores inflamatorios. 
Los estudios realizados en esta tesis sugieren que los inhibidores de proteínas BET regulan 
procesos inflamatorios e inmunes, siendo capaces de disminuir la respuesta inflamatoria en diversos 
modelos de daño renal experimental y, por tanto, estos compuestos podrían ser una nueva estrategia 
terapéutica anti-inflamatoria en la enfermedad renal. En estudios realizados in vitro, utilizando 
técnicas de análisis masivo de expresión génica, se observó que en células túbulo-epiteliales renales 
en un ambiente pro-inflamatorio el inhibidor de proteínas BET JQ1 modula una gran cantidad de 
genes relacionados con diferentes procesos biológicos, destacando los implicados en la regulación  
de la respuesta inflamatoria e inmune. Los experimentos in vivo realizados en esta tesis en el modelo 
de obstrucción unilateral del uréter (UUO), caracterizado por daño tubulointersticial, en el modelo 
de administración sistémica de Angiotensina II asociado a aumento de la presión sanguínea, y en el 
modelo inmune de daño por administración de suero anti-membrana basal glomerular, demuestran 
que el tratamiento con el inhibidor de BRD4 JQ1, disminuyó la presencia de células inflamatorias 
infiltrantes en el riñón, lo cual se asocia a la inhibición de la expresión génica de diversos mediadores 
pro-inflamatorios. Estos resultados sugieren que los inhibidores BET podrían ser utilizados como 
tratamientos anti-inflamatorios en enfermedades renales.  
Varios estudios realizados in vitro sugieren que los inhibidores BET regulan procesos 
inflamatorios. En macrófagos activados se ha descrito que el tratamiento con JQ1 o I-BET reduce la 
expresión de genes inflamatorios en respuesta a lipopolisacárido (145), (146). En fibroblastos 
sinoviales de pacientes con artritis reumatoide, I-BET 151 suprime factores pro-inflamatorios y 
disminuye su capacidad de reclutar células inmunes (147). Los resultados de esta tesis llevados a cabo 
en  células tubuloepiteliales, confirman que varios inhibidores BET, incluido JQ1, inhiben genes claves 
en procesos inflamatorios, incluido CCL2, fundamental en la regulación del reclutamiento de células 
inflamatorias en el riñón (148). Además, se demuestra que la inhibición de BRD4, usando 
silenciamiento génico, regula varios mediadores inflamatorios, como CCL2, CCL5 e IL6. Cada vez se 
describen más patologías en las cuales los inhibidores BET mejoran las lesiones regulando la 
respuesta inflamatoria e inmune. En un modelo murino de artritis inducida por Colágeno, JQ1 reduce 
la respuesta inflamatoria y el daño articular (149). En un modelo de periodontitis en ratón JQ1 
suprime significativamente la expresión de citoquinas inflamatorias (150).  
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Por otra parte, el tratamiento con JQ1 redujo la esplenomegalia y la neuroinflamación en el 
cerebro mediante una reducción en la expresión de mediadores proinflamatorios como  IL-1β, IL6, 
TNF-α, CCL2 y Nos2 (151). 
Mecanismo anti-inflamatorio de JQ1: Inhibición de la expresión génica de factores  inflamatorios 
mediante el bloqueo de la unión de BRD4 a lisinas acetiladas en las regiones promotoras de genes 
bajo el control de p-TEFb.  
 Existen cada vez más evidencias que demuestran que el proceso inflamatorio podría estar 
controlado, en parte, por diferentes mecanismos epigenéticos. Así, se ha descrito que modificaciones 
como la metilación de la lisina 9 de la histona H3, asociada a promotores de genes pro-inflamatorios, 
activa la expresión de estos genes en condiciones hiperglicémicas (152). Una de las modificaciones 
epigenéticas más importantes consiste en la acetilación de lisinas, modificación post-traslacional de 
carácter reversible (153). En éste sentido, BRD4 es un lector epigenético que al reconocer lisinas 
acetiladas en histonas y factores de transcripción, juega un papel clave en la regulación de la 
maquinaria transcripcional. BRD4 recluta el complejo transcripcional P-TEFb (junto con el 
heterodímero de CDK9 y su ciclina T1, T2 o K) a las regiones promotoras y estimula la transcripción 
dependiente de la ARN Pol II (95). El oncogene c-Myc fue el primer gen identificado como diana de 
BRD4 (154), posteriormente se han identificado otras dianas, incluidas citoquinas proinflamatorias 
(155), (151), (150). Tanto en los experimentos realizados in vitro como en los diferentes modelos de 
daño renal experimental descritos en esta tesis, se demuestra que JQ1 inhibe la expresión génica de 
factores pro-inflamatorios, como CCL5, CCL2 e IL6, cuya regulación transcripcional es dependiente de 
la formación del complejo P-TEFb. Mediante ensayos de silenciamiento génico in vitro se observó que 
BRD4 regula la expresión de éstos mediadores pro-inflamatorios. Además, los experimentos de 
inmunoprecipitación de cromatina sugieren que en el riñón dañado o en células en condiciones pro-
inflamatorias, BRD4 está unido de forma significativamente mayor a los promotores de CCL2, CCL5 e 
IL6, regulando de forma positiva su transcripción. Además, al bloquear la unión de BRD4 a estas 
regiones promotoras mediante JQ1, se evita la formación del complejo transcripcional, y por ende la 
transcripción de estos genes (figura 1). Estos datos confirman que JQ1 desplaza a BRD4 y 
consecuentemente a P-TEFb de las regiones promotoras, dando lugar a una disminución de la 
elongación vía Pol II y a la activación de genes pro-inflamatorios, mostrando un mecanismo similar al 
descrito para genes tumorales (156). 
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Mediante experimentos de inmunoprecipitación de cromatina, hemos demostrado que el 
reconocimiento de los residuos acetilados en la histona H3 es importante para la inducción de la 
expresión génica de estos mediadores inflamatorios, no ocurriendo este hecho en el caso de la 
histona H4. Nuestros resultados sugieren que JQ1 actúa inhibiendo la unión directa de BRD4 a la 
histona H3 acetilada en las regiones promotoras de genes proinflamatorios, como CCL2, CCL5 e IL6, 
lo cual podría indicar que el remodelado de la cromatina es un mecanismo a través del cual la 
inhibición de proteínas BET mejora la inflamación renal (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La inhibición de proteínas BET bloquea la vía de señalización de NF-B disminuyendo los niveles 
nucleares de  su subunidad p65/RelA. 
Un número creciente de estudios resaltan la importancia de la acetilación de lisinas como un 
paso clave en la traducción de señales en importantes vías de señalización, como la ruta del factor 
nuclear NF-B (157), (158). Estudios realzados en el área de cáncer han demostrado que BRD4 
reconoce y se une a la lisina-310 acetilada de la subunidad RelA de NF-B (127), (159). La activación 
de la ruta de NF-B es un mecanismo muy relevante en las enfermedades renales (19).  
Figura 1: Representación del 
mecanismo de acción de BRD4, y 
de su inhibidor JQ1, en la 
regulación de la expresión génica 
de citoquinas inflamatorias. 
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En biopsias de pacientes con enfermedades renales crónicas, como la nefropatía diabética, 
se ha descrito la activación de la ruta NF-B asociada a la expresión de mediadores inflamatorios 
como CCL2 y presencia de células inflamatorias (160). 
Muchos datos experimentales han demostrado que el bloqueo de la activación de NF-B 
utilizando diversas estrategias farmacológicas, desde inhibidores específicos de la ruta de NF-B, 
como fármacos utilizados en clínica, incluidos bloqueantes de Ang II o estatinas, ejercen sus acciones 
anti-inflamatorias al inhibir la ruta de NF-B, lo que sugiere que inhibir esta vía de señalización es un 
mecanismo clave en la modulación de la respuesta inflamatoria renal (19), (161). En los últimos años 
se ha investigado de forma muy intensa la regulación de esta vía, incluido el papel de las proteínas 
BET, demostrando que BRD4 es un coactivador de NF-B (159). Una de las hipótesis de esta tesis es 
que el bloqueo de esta interacción causado por JQ1 podría inhibir la inflamación renal mediada por 
la activación de la vía de NF-B. Los estudios in vivo e in vitro realizados en esta tesis muestran que 
JQ1 disminuye los niveles nucleares de RelA y, por tanto, la actividad transcripcional dependiente de 
NF-B, revelando un mecanismo independiente del remodelado de cromatina implicado en las 
acciones anti-inflamatorias de los inhibidores BET en el daño renal experimental.  
Existen evidencias que sugieren que la acetilación reversible de la subunidad RelA de NF-B 
juega un papel importante en el control de las funciones de este factor de transcripción en 
condiciones fisiopatológicas (162), (163). Se ha descrito que en el núcleo la acetilación de la lisina 310 
de RelA permite su unión a BRD4, a través de sus dos bromodominios, BD1 y BD2 (127), (128). Esta 
unión de RelA a BRD4 lo estabiliza, y por tanto, podría activar la transcripción génica dependiente de 
NF-B. Por el contrario, la desacetilación de la lisina 310 de RelA favorece su metilación (mediada por 
Set9) proceso que desencadena su ubiquitinación y posterior degradación vía proteasoma (164). Es 
posible que la unión de la lisina-310 acetilada al bolsillo de unión de los bromodominios de BRD4 
pueda bloquear el acceso de las desacetilasas encargadas de deacetilar esta lisina, prolongando así 
la señal de acetilación y la actividad de NF-B. Se ha descrito que en patologías proliferativas existe 
una activación constitutiva de NF-B, siendo esta activación una característica muy marcada en 
células cancerosas (165), (166), (167). Así, en el cáncer de pulmón el RelA hiperacetilado en la lisina-
310, es responsable de la activación sostenida de NF-B y, por tanto, de la proliferación descontrolada 
de las células tumorales (168). Los experimentos  in vitro realizados en esta tesis muestran que en 
respuesta a estímulos inflamatorios, JQ1 sólo disminuye los niveles nucleares de RelA, sin afectar a 
los niveles basales o a la fosforilación de proteínas de la ruta NF-B, como RelA o I-kB  en el citosol. 
En resumen (figura 2), estos datos sugieren que JQ1 actúa a nivel nuclear, desplazando la unión de 
BRD4 de RelA acetilado y permitiendo que se degrade vía proteasoma (por metilación y 
DISCUSIÓN 
 
111 
 
ubiquitinación), lo que causa una disminución de sus niveles, como se ha observado en los riñones 
dañados en todos modelos estudiados en esta tesis, y la consiguiente inhibición de la expresión génica 
mediada por NF-B. 
Figura 2: Mecanismos por el cual RelA se ubiquitina y se degrada en presencia de JQ1. La unión de BRD4 a la lisina 310 
acetilada lo estabiliza e impide que se metile, propiciándose así su ubiquitinación y posterior degradación vía proteasoma. 
El estudio de expresión del genoma completo en células túbuloepiteliales estimuladas con 
TNF-α muestra que JQ1 inhibe un gran conjunto de genes que regulan procesos inflamatorios e 
inmunes. Muchos de estos genes tienen una región TATA en el núcleo de su promotor (por ejemplo: 
CCL2, CCL5, CCL20, IL-6 e IL8), y, como se ha demostrado anteriormente, JQ1 desplaza la unión de 
BRD4 y consecuentemente a P-TEFb de la región promotora, lo cual desemboca en una disminución 
de la elongación producida por la Pol II y de su activación transcripcional. Por otro lado, muchos de 
los genes inhibidos por JQ1, como LTB, CSF2, MMP9, y CCND, son independientes de P-TEFb al carecer 
de la secuencia TATA pero están bajo en control del NF-B, mecanismo que estaría implicado en su 
inhibición. Además, el análisis de los genes regulados por NF-B en el modelo experimental de UUO 
muestra que JQ1 casi abole  la expresión de los genes P-TEFb-dependientes (como CCL2, CCL5 e IL6), 
aunque también disminuye genes P-TEFb independientes (con una inhibición alrededor del 40-50%). 
Estos datos sugieren que JQ1 inhibe in vivo genes controlados por NF-B independientemente de la 
presencia del complejo iniciador P-TEFb, debido a la disminución de los niveles nucleares de RelA.  
Cabe destacar que entre los genes que no se afectan por JQ1 en el estudio de expresión del genoma 
completo se encuentran muchos componentes de la ruta de NF-B, incluidos NF-B1/p50, RelA/p65, 
NF-BIA/IkBα, RelB, A20/TNFAIP3 y TNIP1, por tanto JQ1 actúa específicamente sobre el NF-B 
activado, al favorecer la degradación nuclear de RelA/p65, por tanto puede proporcionar una nueva 
estrategia farmacológica para bloquear la activación de esta ruta en enfermedades inflamatorias 
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renales. Esta estrategia podría tener ventajas adicionales a otras opciones anti-inflamatorias que 
modulan la vía del NF-B, como inhibidores de quinasas o dianas del proteasoma, al inhibir solo la 
ruta de  NF-B (por acetilación) y no a otros componentes de la ruta. 
Las proteínas acetil-transferasas, como por ejemplo p300, juegan un papel importante en la 
acetilación de lisinas, así como en el reconocimiento de estas lisinas acetiladas. P300 podría estar 
jugando un importante papel en la regulación del proceso inflamatorio renal ya que sería la encargada 
de acetilar a RelA en su lisina 310, para que BRD4 pueda reconocerla y así formar el complejo 
transcripcional junto con P-TEFb. Procesos como la fosforilación podrían ser importantes para el 
reclutamiento de p300. La fosforilación de RelA en sus serinas 276 y 536 facilita el reclutamiento de 
p300 y mejora la acetilación de RelA (169), (170). Por lo tanto, la fosforilación y la acetilación parecen 
formar un mecanismo regulador combinado para crear una cascada de señalización que dicta el 
orden de reclutamiento de p300 y BRD4 para activar la transcripción. El efecto cooperativo de p300, 
BRD4 y RelA, parece derivar de la unión secuencial de p300 y BRD4 a RelA, ya que la sinergia depende 
de la actividad acetil transferasa de p300 y de la acetilación de lisina 310 (171) (Figura 3). Parece 
confirmado que RelA interactúa con BRD4 en presencia de p300, ya que cuando la acetilación de la 
lisina 310 se bloquea por mutaciones específicas, la interacción entre BRD4 y RelA se inhibe 
completamente (127). Son necesarios estudios futuros para demostrar el papel de p300 en la 
inflamación renal. 
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Figura 3. Mecanismo por el cual p300, 
RelA y BRD4 interactúan para formar el 
complejo transcripcional.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La inhibición de las proteínas BET disminuye la respuesta inmune mediada por las células Th17. 
La sobreactivación de células T CD4+ es característica en muchos trastornos autoinmunes. 
Está descrito que las células Th17, un subconjunto de linfocitos T, responsables de la producción de 
IL-17A, median en enfermedades autoinmunes como diferentes tipos de esclerosis, psoriasis, artritis 
reumatoide o enfermedad de Crohn, así como en los modelos murinos que reproducen dichas 
patologías (172), (173). También existen estudios que demuestran que no sólo es importante la 
activación de células Th17 en este tipo de enfermedades autoinmunes, sino también en 
enfermedades inflamatorias crónicas (174), (175).  
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Estos resultados intensifican la búsqueda de nuevos medicamentos que modulen la 
producción de IL-17A, la citoquina efectora de la respuesta Th17. Cada vez existen más datos que 
sugieren que la respuesta Th17 participa en el daño renal crónico, tanto de origen inmune como no 
inmune (50). Varios trabajos en diversos modelos experimentales de daño renal no inmune, incluidos 
los realizados por nuestro grupo (administración de CCN2, infusión de Ang II, obstrucción unilateral 
del uréter y nefropatía diabética) e inmunes (nefritis anti-membrana basal glomerular) han descrito 
un aumento de la producción de su citoquina efectora IL-17A en el riñón (131). En esta tesis se ha 
confirmado la presencia de células T que expresan IL-17A (células Th17) por inmunohistoquímica, así 
como un aumento de la expresión y síntesis de IL-17A en los riñones obstruidos. Además, se ha 
descrito que el bloqueo de la respuesta Th17, mediante un anticuerpo neutralizante de IL-17A, 
disminuye las lesiones renales en varios de los modelos indicados arriba (131). Estos datos sugieren 
que el bloqueo de IL-17A podría ser una buena estrategia terapéutica para la enfermedad renal.  
Existen evidencias cada vez más sólidas de la implicación de las proteínas BET en la 
diferenciación de las células Th17. Publicaciones recientes confirman que en linfocitos T CD4+ CD45RA 
humanos, cultivados en presencia de TGF-β e IL6, se induce la diferenciación hacia linfocitos Th17, 
demostrada por la expresión del factor de transcripción RORγt y de CCR6, y la síntesis de IL-17A e IL22 
(133). Sin embargo, en presencia de JQ1 la expresión de los anteriores factores estaba 
significativamente inhibida, demostrando que la inhibición de las proteínas BET impide la 
diferenciación Th17 (176). Los resultados expuestos en esta tesis demuestran que el tratamiento con 
JQ1 prácticamente inhibe los niveles renales de IL-17A en dos modelos experimentales de daño renal 
no inmune (UUO) e inmune. Existen otros estudios que apoyan el efecto beneficios de la inhibición 
de las proteínas BET en la supresión de la diferenciación de células CD4+ a células Th17 en otras 
patologías (177), como se ha observado en la artritis inducida por Colágeno y en la encefalomielitis 
autoinmune (176). Por otro lado, las proteínas BET también participan en la regulación de la expresión 
génica de la citoquina efectora de la respuesta Th17, IL-17A (Figura 4). Se ha descrito que p300, un 
coactivador transcripcional que posee bromodominios y actividad acetilasa, se une al promotor  del 
gen de IL-17A en células murinas Th17, facilitando la accesibilidad a la cromatina (178). BRD4 y BRD2 
se unen directamente a la cromatina, a la región reguladora de CNS2 que controla la expresión del 
gen IL-17A (176). En esta tesis se ha observado un bloqueo de la inducción del gen IL-17A asociada al 
daño renal en los riñones obstruidos de ratones tratados con JQ1, confirmado el efecto de los 
inhibidores BET en la regulación de este gen. Además, los resultados de los estudios  in vitro muestran 
que otras citoquinas relacionadas con la respuesta Th17, como CCL20 y CSF-1, también fueron 
inhibidas por JQ1.  
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En resumen, estos datos  expanden las estrategias de neutralización de los efectos 
inflamatorios mediados por IL-17A en el riñón empleando inhibidores de bromodominios. 
 
Figura 4: Mecanismo de acción de JQ1 en la respuesta inmune Th17: está inhibiendo tanto la diferenciación de células CD4 
a Th17 como la expresión del gen de IL-17A. 
 
 
La inhibición de las proteínas BET disminuye la fibrosis renal. 
Un daño persistente en el riñón puede hacer que el proceso normal de reparación tisular 
falle, y se produzca una cronificación del daño, desembocando en la acumulación de proteínas de 
matriz extracelular, como  Fibronectina y Colágeno I, III y IV  (51). Existen estudios que relacionan la 
fibrosis en diferentes órganos con las acciones de las proteínas BET. Los primeros estudios se 
realizaron en fibroblastos derivados de pacientes con fibrosis pulmonar idiopática, donde se observó 
que la inhibición farmacológica de BRD4 con JQ1 produce una inhibición de su migración, 
proliferación y de la liberación de IL6. Además, en un modelo experimental de fibrosis pulmonar 
inducida por bleomicina en ratones, JQ1 atenuó sustancialmente la fibrosis (179). En un modelo de 
daño hepático, la inhibición de proteínas BET con JQ1 disminuyó la fibrosis regulando entre otros 
procesos la activación de células estrelladas hepáticas y su diferenciación a miofibroblastos (180).  En 
este estudio se demostró que BRD4 está colocalizado con factores de transcripción que regulan genes 
profibróticos (180). Posteriormente, un análisis funcional reveló que los inhibidores de proteínas BET 
influyeron en la cantidad de ARN polimerasa II que estaba unida al promotor de Col2a1 (181).  
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Los experimentos in vitro realizados en esta tesis en células mesangiales y en fibroblastos,  
muestran que JQ1 es capaz de inhibir la expresión génica y la producción de varias proteínas de matriz 
extracelular inducido por TGF-β1, incluidas Fibronectina y Colágeno tipo I y IV, demostrando que la 
inhibición de proteínas BET tiene un efecto directo sobre la regulación de estas proteínas de matriz 
extracelular. Resultados similares han sido descritos recientemente en células túbulo epiteliales 
estimuladas con TGF-β1, donde la inhibición de las funciones de BRD4, por silenciamiento de su gen 
o el tratamiento con JQ1, da lugar a la disminución de la expresión de genes fibróticos, como α-actina 
de músculo liso y Fibronectina (182). Por otro lado, los estudios in vivo realizados en esta tesis 
muestran, que en los modelos de UUO y nefritis inmune, el tratamiento con JQ1 produce una 
disminución de la fibrosis renal, regulando los niveles de mediadores fibróticos, como TGF-β y PAI-1 
a nivel de ARNm, así como la acumulación de componentes de matriz extracelular. Estos resultados 
han sido confirmados por el grupo de Xiong que ha descrito en el modelo UUO cómo el tratamiento 
con otros inhibidores de proteínas BET, como I-BET 151, disminuye los niveles de proteínas de matriz 
extracelular, la activación de fibroblastos renales e infiltración de macrófagos (183). Varios estudios 
confirman los efectos anti-fibróticos de inhibidores BET en diversas patologías. En un modelo murino 
de hipertrofia cardiaca por ejercicio físico acuático, los análisis transcriptómicos revelaron que JQ1 
bloqueaba genes implicados en rutas de señalización TGF-β, sin embargo, JQ1 no mejoró la 
hipertrofia cardiaca (184).  El inhibidor BET RVX-297, que presenta selectividad para el bromodominio 
BRD2, han demostrado disminuir la fibrosis en los modelos de artritis inducida por Colágeno y en 
encefalomielitis autoinmune experimental murina, un modelo de esclerosis múltiple humana (185).  
Para profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la regulación de la matriz 
extracelular por las proteínas BET, estudiamos SOX9, un factor de transcripción con amplias funciones 
reconocidas en el desarrollo de varios tejidos, incluido el riñón, donde participa en la formación 
temprana de la nefrona y el uréter (186), (187). En adultos, la transcripción de SOX9 está muy 
regulada positivamente en la formación del epitelio del tejido urinario tras haber sufrido diferentes 
tipos de daño, como la exposición a carcinógenos o peróxido de hidrógeno (188). Existen trabajos 
recientes que demuestran cómo células epiteliales de túbulo proximal, positivas para SOX9, 
proliferan, se expanden y se diferencian para reemplazar el tejido dañado en una lesión producida 
por un daño renal agudo (68), (66). En condiciones normales, no existe expresión de SOX9 en el riñón. 
Se han identificado varias citoquinas y vías de señalización que regulan a SOX9 en diferentes tejidos. 
En los condrocitos, la señalización de  proteínas morfogénicas del hueso (BMP), está involucrada en 
la regulación de la expresión de SOX9. La supresión del gen del receptor BMP tipo I conduce a una 
condrodisplasia grave y a la pérdida de SOX9 (189). 
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 TAK1 (Quinasa activadora del Factor de Crecimiento Transformante-β),  contribuye a la 
expresión de SOX9 mediada por BMP2 y es esencial para el desarrollo del cartílago postnatal (190). 
Muchas publicaciones han demostrado que SOX9 es importante en fibrosis. Por técnicas de 
secuenciación génica, se ha identificado SOX9 como un regulador transcripcional clave de genes 
relacionados con la formación de matriz extracelular (191). La pérdida in vivo de SOX9 atenuó la 
respuesta fibrótica cardiaca tras la lesión isquémica (192), (193). Estudios previos han descrito que 
en la lesión por la obstrucción unilateral del uréter, la expresión de SOX9 aumenta rápidamente y 
alcanza su punto máximo a las 24 o 48 horas, manteniéndose elevada varias semanas después del 
daño (66). En esta tesis se ha demostrado que en los riñones obstruidos, aumenta la expresión 
nuclear de SOX9, y se localiza en el núcleo de células que expresan α-SMA, marcador de 
miofibroblastos activados, la principal célula productora de matriz extracelular. Este aumento de 
SOX9 en los riñones obstruidos se distribuye preferentemente en áreas de fibrosis tubulointersticial, 
asociado al aumento de Colágeno tipo I. Por otro lado, en el modelo de glomerulonefritis inmune 
también aumentaron los niveles de SOX9 nucleares, y colocalizó  preferentemente a nivel glomerular, 
asociado a células con tinción positiva para Colágeno tipo IV, el principal componente de la matriz 
extracelular que aumenta en esta glomerulonefritis inmune. Además, en células mesangiales el 
silenciamiento génico de SOX9 inhibió la producción de Colágeno tipo IV inducida por TGF-β, 
demostrando que este factor de transcripción regula la producción de  proteínas de matriz 
extracelular en células renales. Los estudios realizados in vitro en células mesangiales y en los 
modelos experimentales han demostrado que el tratamiento con JQ1  inhibe la activación de  SOX9 
inducida por TGF-β o por el daño renal, respectivamente. Estos datos sugieren que los efectos anti-
fibróticos de la inhibición de proteínas BET podrían ser debidos a la inhibición del factor de 
transcripción SOX9.  
La vía de señalización de SMAD es clave en la regulación de la fibrosis renal (194). Existen 
evidencias que indican que la hiperactivación de SMAD3 asociada con la degradación progresiva de 
SMAD7, la cual es una proteína inhibidora de la activación de esta ruta, es una característica clave de 
las enfermedades fibróticas, y se ha hipotetizado que el desequilibrio entre SMAD3 y SMAD7 podría 
ser uno de los principales mecanismos de regulación en la respuesta fibrótica (195), (196). En células 
mesangiales humanas, pudimos observar que la estimulación durante 24 horas con TGF-β indujo la 
fosforilación de SMAD3 de forma claramente significativa, fosforilación que fue disminuida a niveles 
basales en las células que habían sido preincubadas con JQ1. Existen estudios recientes que 
confirman estos datos, donde JQ1 atenuó la fibrosis y la respuesta inflamatoria consecuentes de la 
radiación usada en radioterapia en cáncer torácico, al suprimir BRD4, c-MYC, Colágeno I, TGF-β, p65, 
p-SMAD2 y p-SMAD3 después de la irradiación (197).  
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Estos datos sugieren que la vía SMAD está modulada por proteínas BET, mostrando otro 
mecanismo implicado en la regulación de la fibrosis renal. 
 
La inhibición de las proteínas BET mejora la función renal en modelos experimentales de daño renal. 
La pérdida de función renal es uno de los problemas más importantes en la enfermedad renal 
crónica. Nuestros resultados han demostrado que el bloqueo de las proteínas BET puede evitar la 
pérdida de función renal ralentizando los efectos negativos de la patología. En esta tesis, el estudio 
de la función renal realizado en el modelo murino de glomerulonefritis inmune, mostró que el 
tratamiento con JQ1 mejora la función renal, sugiriendo que este tratamiento podría ser una nueva 
opción terapéutica en la enfermedad renal. La pérdida de podocitos es un evento clave asociado a la 
presencia de proteinuria o albuminuria. En los ratones con glomerulonefritis inmune, la expresión del 
marcador de podocitos WT-1, estaba muy disminuida y se normalizaba en respuesta al tratamiento 
con JQ1, sugiriendo que el efecto protector en podocitos podría ser responsable del efecto 
beneficioso en la función renal observado por la inhibición de las proteínas BET, aunque los estudios 
implicados requieren investigaciones futuras. Uno de los principales problemas en las patologías 
renales es la ausencia de un biomarcador de progresión del daño renal. Entre los potenciales 
biomarcadores de daño renal destacan las proteínas N-Gal y Kim1. La evaluación de los niveles de 
estos marcadores en los modelos experimentales que estudiamos en esta tesis, confirmó un aumento 
de su expresión renal en todos los modelos y una disminución en respuesta al tratamiento con JQ1. 
Estos datos apoyan la posible utilidad en clínica de la evaluación de sus niveles para determinar el 
daño renal y las respuestas terapéuticas, aunque son necesarios más estudios para su validación y 
empleo en pacientes con ERC. Actualmente los inhibidores de proteínas BET se están utilizando en 
diferentes ensayos clínicos en diferentes patologías proliferativas como el cáncer, con resultados muy 
prometedores (198), (199), (200). Sin embargo, los estudios en otras enfermedades son más escasos. 
En este sentido actualmente existen ensayos en marcha, que estudian diferentes  iBET en Diabetes, 
fallo cardíaco y enfermedad renal. Este es el caso de RVX 208, o también llamado Apabetalona. Este 
inhibidor de proteínas BET está siendo usado a día de hoy en ensayos clínicos para ver sus efectos en 
pacientes con enfermedades como la obesidad, o con eventos cardiovasculares severos (201), (202). 
Nuestros resultados preclínicos sugieren que los inhibidores BET podrían ser utilizados en la ERC con 
potenciales efectos beneficiosos, aunque será necesarios esperar a los resultados de los ensayos 
clínicos que actualmente se están realizando para determinar sus efectos en función renal así como 
la aparición  de potenciales efectos adversos.
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CONCLUSIONES: 
1. La inhibición de los bromodominios BET utilizando JQ1 disminuye la respuesta inflamatoria 
experimental renal al actuar inhibiendo la expresión génica de diversos mediadores pro-
inflamatorios.  JQ1 actúa por varios mecanismos:  
1.1) Bloquea la expresión de genes P-TEFb dependientes al desplazar la unión de BDR4 al 
complejo transcripcional a través de la unión de esta proteína a residuos acetilados en la histona 
H3, regulando a nivel de promotor la expresión de genes proinflamatorios (como se ha 
demostrado para CCL2, CCL5 e IL6. 
1.2) Inhibe genes p-TEFb independientes controlados por el factor de transcripción NF-B. JQ1 
actúa en el núcleo, donde desplaza la unión de BRD4 de la lisina 310 acetilada de la subunidad 
p65/RelA del NF-B, favoreciendo su degradación vía proteosoma, y contribuyendo, por tanto, a 
disminuir los niveles nucleares de p65. 
1.3) Inhibe la respuesta inmune Th17, disminuyendo los niveles renales de la citoquina IL17A. 
 
2.- La inhibición de los bromodominios BET utilizando JQ1 disminuye la fibrosis renal experimental, 
regulando la expresión de genes de matriz extracelular (como Colágenos tipo I y IV) y modulando 
los niveles nucleares de SOX9. 
 
3.- La inhibición de los bromodominios BET utilizando JQ1 mejora la función renal en un modelo de 
glomerulonefritis inmune. 
 
El tratamiento con inhibidores de las proteínas BET, como JQ1, podría tener importantes 
aplicaciones terapéuticas al prevenir la inflamación y la fibrosis asociada a la enfermedad renal. 
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